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Partie | : Mise en contexte et objectifs du mémoire

Depuis I'essor des manufactures apparues lors des Grandes Révolutions Industrielles jusqu’a
la deuxieme moitié du 20° siécle, le monde de la production industrielle était d’une opinion
commune divisée en deux domaines distincts : 'un était destiné a la transformation de
matériaux issus des profondeurs de la Terre (métaux, minéraux, pétrole, charbon, etc.), tandis
qgue l'autre avait pour objet la production (ou l'imitation de la production) de certaines
substances synthétisées originellement par les étres vivants.

Mais durant les précédentes décennies, des recherches commanditées par les secteurs
industriel et scientifique ont ceuvré pour une atténuation toujours plus forte de cette frontiere
qui existait jadis entre les objets du monde vivant et ceux du monde « inerte ». En effet, les
besoins humains incitent de maniére perpétuelle a faire ressembler la matiere inerte a de la
matiére vivante (par exemple, 'implantation d’organes artificiels chez un patient en vue de
remplacer un tissu défectueux) ou, a contrario, de conférer a la matiére vivante des propriétés
attribuables a la matiére inerte (par exemple, renforcer voire remplacer une partie de
I'ossature humaine par l'utilisation de prothéses en céramique, en métal de diverse nature ou
en matériau synthétique). De maniére a concilier les propriétés issues de la matiére vivante
et celles attribuables a la matiére inerte, les chercheurs ont mis au point des stratagémes
utilisant dans de trés nombreux cas des films minces de biomolécules (des protéines, en
particulier) adsorbés a la surface de la matiére inerte.

La biotechnologie est définie par 'OCDE comme I'ensemble des « applications de la science et
de la technologie a des organismes vivants ou a leurs composantes, produits
ou modélisations dans le but de modifier des matériaux, vivants ou inertes, a des fins de
production de connaissances, de biens ou de services » [1]. En vue d’élaborer ces outils, toute
une série de techniques, dont une liste non-exhaustive sera présentée dans la suite de ce
chapitre introductif, ont été développées de facon a produire ces matériaux inertes dopés a
I’aide de molécules issues de la matiere vivante.

Ce mémoire, qui s’inscrit dans le cadre d’un groupe de recherche appelé iBeam, a pour but
d’apporter une contribution académique au développement d’'une nouvelle méthode
permettant I’élaboration de films minces de protéine adsorbés a la surface de différents
matériaux. Le principe de cette méthode sera également présentée a la fin de cette section
introductive.

Cependant, avant de développer les différentes méthodes permettant la réalisation de telles
couches, nous allons entamer cette mise en contexte par une énumération non-exhaustive de
guelques généralités concernant les protéines. Ces considérations vont ensuite permettre de
comprendre les principaux enjeux qui accompagneront la mise au point de la méthode que
nous souhaitons mettre en ceuvre.
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A. Généralités sur les peptides et les protéines

Parmi les nombreuses classes de biomolécules, les protéines en constituent I'une des plus
importantes. Celles-ci exercent une grande variété de roles au sein d’'un organisme vivant :
elles contribuent a la constitution de la matiére vivante (protéines structurelles telles que
I'albumine de I'ceuf ou la kératine (des ongles, des cheveux et de la peau) ; elles possédent
également des fonctions essentielles pour la croissance et le développement des étres vivants
(hormones, ...) ; elles leur permettent d’interagir avec I’environnement extérieur (adhésion a
des supports, ...) ou au contraire de s’en protéger (anticorps, bactériocines, ...).

A.1l. Acides aminés et structure primaire

COO-
H,N—C—H
R

Figure 1 : Structure chimique générale d'un
acide aminé [2]

Les protéines sont des polyméres organiques formés
d’entités résiduelles appelées « acides aminés ». Un
acide aminé est composé d’un carbone central chiral sur
lequel est greffé un atome d’hydrogene (H), un
groupement amine (NHs*), un groupement carboxylate
(COO’) et une chaine latérale R de nature variable
(Figure 1). Un acide aminé libre, en solution aqueuse a
pH neutre, est donc une espéce chimique qui possede
simultanément des charges formelles positives et
négatives, ce que lI'on dénomme par le terme de
« zwittérion ».

Les 20 différents acides aminés se différentient entre eux par la nature de leur chaine latérale
R qui peut posséder des propriétés physicochimiques différentes. On distingue parmi elles :

e Les chaines latérales aliphatiques (non polaires), comme dans le cas de I'alanine, la

valine, la phénylalanine, etc.

e Les chaines latérales polaires, non chargées, comme la cystéine, la sérine ou encore

I'asparagine ;

e Les chaines latérales polaires chargées positivement a pH physiologique : la lysine,

I'arginine et I'histidine

e Les chaines latérales polaires chargées négativement a pH physiologique : I'aspartate

et le glutamate

(I:OO Parmi les acides aminés comprenant une chaine R aliphatique, mentionnons
C/H la particularité de la proline pour laquelle la chaine latérale R et la partie
+ 7" N\g amine NHs* forment a elles-deux un hétérocycle azoté (Figure 2).
H,N CH,
I I Il est d’usage commun de dénommer les acides aminés selon un symbolisme
H 2C _CH 2

Figure 2 : Structure chimique
développée de la proline P [2]

en une lettre majuscule ou encore en un triplet de lettres. Dans la littérature,
ce symbolisme est utilisé pour décrire la structure primaire des protéines : a
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titre d’exemple, la structure primaire de I’'angiotensine || humaine pourra s’écrire Asp-Arg-
Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe ou encore plus simplement DRVYIHPF.

On appelle « structure primaire » la succession des acides aminés formant une chaine que I'on
appellera « peptide » dans la suite de ce travail. En effet, les groupements amine et carboxyle
des acides aminés peuvent étre liés entre eux au moyen d’une réaction de condensation,
menant a la libération d’'une molécule d’eau H,O0 (Figure 3) et a la formation d’une nouvelle
liaison C-N que I'on appelle « liaison peptidique ». La réaction inverse a la condensation
s’appelle une hydrolyse et peut éventuellement étre assistée par une classe particuliere de
protéines, les protéases, appartenant elle-méme a la grande famille des enzymes que nous
évoquerons un peu plus bas.

*H;N — CH — COO- *H;N — CH — COO-
+
R R2
-H,0 +H,0
o) R?
*HN —CH — C— H,N — CH— COO
Rl

Figure 3 : Formation et hydrolyse d'un lien peptidique entre 2 acides aminés (adapté de [2])

A.2. Conformation : structures secondaire, tertiaire et guaternaire

A.2.1. Définitions

La structure primaire des protéines, comme nous I'avons vu lors de la section précédente,
concerne la succession des acides aminés constituant la chaine peptidique. Les structures
secondaire et tertiaire d’une protéine concernent I'agencement des acides aminés dans

s c Llalson H=—= I'espace. Cet agencement est encore

"_,{F”" "':\c,o | e, appelé conformation (Figure 4).
. o
— — o — - H i
o=,c}: q:M—M " HO %
w bR 4 ,C’"“‘é Une protéine peut, selon les conditions
sl "‘,g’ i ,?\q : du milieu dans laquelle elle se trouve
= A e R . . ,
:c‘?—‘ Sy e SR (force ionique, pH, température,
= N HO 3 . - .
r~a’-w---o=c\c - c~~2—°"" potentiel d’oxydoréduction, ..), se
< D o '\ / W , .
b=t g S ° présenter sous plusieurs formes
H~N L= RS : .. . eprL s
G c ig’v tridimensionnelles différentes que I'on
o . o s
Feuilathéa o appelle conformations. Les différentes
alpha conformations pouvant étre prises par

Figure 4 : Types de structure secondaire d'une chaine peptidique et une protéine sont stabilisées par des

flustration du pont hydrogene [3] liaisons faibles et non-covalentes
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(ponts hydrogene dans le cas des protéines), mais également par des liaisons de type
covalentes telles que des ponts disulfures.

Un quatrieme niveau de structure concerne les interactions entre les chaines peptidiques
formant une protéine (le cas échéant), appelées individuellement « sous-unités ». Une
protéine peut, dans certains cas, étre constituée d’une seule sous-unité (c’est le cas pour le
lysozyme que nous allons présenter prochainement), ou bien étre le résultat d’'un ensemble
de sous-unités en interaction. Les sous-unités formant une protéine peuvent étre semblables
ou différentes: on parle alors d’homopolyprotéines (exemple: dimere de BSA) ou
d’hétéropolyprotéines (par exemple : I’'hémoglobine composées de 2 sous-unités o et de 2
sous-unités 3, ou encore l'insuline qui possede une chaine a et une chaine b (Figure 5)) dans
le cas contraire.

A chain
S

123457 78 9107 1213141516 1718 19 20 21
NH_-Gly: lle)Val GIu GIn) Cys Cys (The Sen (lle) Cys SeriLed Tyr Gin Led Givi@sn Tyr Cys Asn- COOH
S S
I /
S S
| |
NH.-PheVal ‘Asn'Gln" His Leu Cys Gly Ser His ‘Leu ' Val (Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu'Arg Gly Phe Phe Tyr ThrPro/Lys Thr- COOH

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314 1516 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
B chain

Figure 5 : Représentation schématique de l'insuline humaine et liaisons disulfures entre des résidus Cys d’une méme chaine
peptidique ou de deux sous-unités différentes d’une polyprotéine [4]

Les liaisons entre des chaines peptidiques différentes (polyprotéines — niveau quaternaire) ou
entre les chaines latérales de résidus aminés d’'une méme chaine polypeptidique (protéines
globulaires — niveau tertiaire) sont réalisées par des liaisons de type disulfure au niveau de
résidus cystéine (ces deux cas de figure sont également représentés dans la Figure 5 ci-
dessus). Des ponts hydrogéne ainsi que d’autres types d’interactions faibles entre atomes
interviennent également dans le maintien de cette structure tridimensionnelle.

A.2.2. Conformation native et dénaturation

Les protéines sont formées par les cellules au niveau du cytosol, par I'action des ribosomes. Il
est évident que la plus grande partie des protéines formées a ce niveau-ci sont des protéines
fonctionnelles, ayant une conformation définie (dite native). Une protéine formée au niveau
d’une cellule est donc prédisposée a fonctionner dans les conditions cellulaires natives.

Cependant, lorsque cette protéine est contrainte a des conditions environnementales
différentes (de température, de pH, de potentiel d’oxydoréduction, ...), il se peut qu’elle perde
cette conformation native. On parle alors de dénaturation, pouvant étre réversible dans
certains cas, tandis qu’elle ne se re-naturera pas dans d’autres. Si la dénaturation est
réversible, la protéine reprendra la conformation native une fois que le milieu dans lesquelles
elle se trouve le lui permette. En revanche, il arrive fréquemment (lorsque des températures
élevées sont atteintes, par exemple) que des liaisons chimiques soient modifiées de maniere
irrémédiable, menant a une perte de la conformation native : c’est le cas, par exemple,
lorsque I'on cuit I'albumine de I'ceuf.
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Dans une vaste majorité des cas, ce phénomene est associé a la perte de fonction des
protéine. Il existe cependant une classe particuliere de protéines qui acquierent leur fonction
au moyen de leur dénaturation. Cette acquisition de fonction est due a la modification de la
structure tridimensionnelle de celle-ci, qui permet I’exposition de sites « cryptiques » pouvant
sous des conditions dénaturantes interagir avec un ligand. Cela est particulierement utile pour
enclencher des mécanismes biologiques de protection contre une situation défavorable ou la
présence d’une substance nocive pour I'organisme.

La conformation et I'intégrité des protéines seront des aspects qui prennent une importance
de grande ampleur lorsque I'on consideére les enzymes, que nous allons maintenant présenter.

A.3. Le cas des enzymes

Parmi I'immense variété de fonctions attribuables aux protéines, une partie d’entre-elles
permettent d’accélérer grandement une série de réactions chimiques ou métaboliques, pour
autant que I'état d’équilibre thermodynamique permettent a celles-ci de se produire. Les
espéces chimiques capables d’une telle action sont désignées par le terme de « catalyseurs »,
le terme « enzymes » étant réservé aux catalyseurs de type organique (c’est le cas des
protéines, qui représentent la plus grande partie des enzymes).

Les enzymes (et les catalyseurs, par extension), peuvent étre caractérisées par leur activité
spécifique. Nous entendons par activité le nombre de moles (par volume) de réactifs (appelés
aussi substrat) transformés par I'action de I'enzyme en un délai déterminé. Cette activité
dépend des conditions physicochimiques du milieu et de la quantité d’enzyme présente en
solution, pour autant que la concentration en substrat soit suffisante que pour lui permettre
d’agir de fagon optimale. La spécificité d’'une enzyme se référe a sa capacité de distinction
entre le substrat (ou une combinaison de substrats) désiré(e) et d’autres substrats (appelés
compétiteurs ou inhibiteurs). Une enzyme hautement spécifique n’utilisera donc
majoritairement qu’un seul type de substrat (ou qu’une seule combinaison de substrats).

La sélectivité d’une réaction chimique (enzymatique) se réfere, elle, a la proportion de
produits d’intérét obtenus par rapport aux autres produits (secondaires) qui peuvent
potentiellement apparaitre lors de réactions impliquant les mémes especes chimiques (da a
des réactions paralléles, ou a des réactions consécutives qui transformeraient le produit
d’intérét en d’autres produits sous I'action de la méme enzyme).

A.4. Molécule modele utilisée dans ce mémoire : le lysozyme d’ceuf de poulet

Dans le cadre de ce mémoire, les expériences et les
résultats en découlent ont été réalisées avec un seul type
de protéine : le lysozyme du blanc d’ceuf de poulet (Figure
& 6). Aussi appelé muramidase, il s’agit d’'un peptide
globulaire composé d’une seule chaine peptidique de 130
résidus aminés et ayant une masse moléculaire de 14.300
Da [6],[7]. Dans des conditions physiologiques normales, sa

Figure 6 : Structure tridimensionnelle du structure globulaire est stabilisée par I'action de 4 ponts
lysozyme du blanc d'oeuf de poulet [5] disulfures.

Mémoire de fin d’études — A. Bertrand — Promu par A. Delcorte et C. Dupont



Le lysozyme participe a la lutte contre les bactéries endogénes de I'ceuf grace a son activité
enzymatique de type hydrolase qui coupe les peptidoglycanes contenus dans la paroi des
cellules bactériennes au niveau des liaisons 3-1,4 entre un résidu acide N-acétylmuramique et
un résidu acide N-acétylglucosamine (Figure 7).

a3 N

i Enzyme |
; D site
i

HO—R,

I H™ 3 )-|

0Re—0

Figure 7 : Hydrolyse du peptidoglycane par I'action du lysozyme d'oeuf de poulet [8]

B. Elaboration de couches minces de biomolécules

La compréhension des mécanismes chimiques et physiques permettant la création de couches
minces a la surface d’un objet nécessite le rappel de quelques concepts théoriques que nous
allons développer dans cette section.

Par la suite, une énumération non-exhaustive de quelques techniques couramment utilisées
en industrie ou en recherche scientifique sera dressée. Pour chacune d’entre-elles, nous allons
discuter les différents avantages et inconvénients liés a leur mise en ceuvre. Cette partie nous
permettra également de montrer la vaste gamme d’applications dérivées de ces couches
minces protéiques.

Cette section fera office de transition vers la section C, au cours de laquelle la méthode

d’élaboration de couches minces de protéines que nous souhaitons étudier dans le cadre de
ce mémoire sera présentée.

B.1. Introduction aux interactions moléculaires interfaciales

Une interface peut étre définie comme la frontiere séparant deux phases distinctes. Il peut
notamment s’agir d’une surface qui sépare un milieu liquide d’'un milieu solide, deux phases
liquides immiscibles ou encore un solide adsorbé a la surface d’un autre solide (telles les
couches minces de biomolécules que nous souhaitons construire).

Dans ce cadre, I'eau et les biomolécules sont des composés pouvant interagir de diverses
maniéres vis-a-vis d’une surface. Cette interaction est la résultante, d’une part, des forces qui
existent entre des molécules identiques (cohésion) et, d’autre part, des forces qui agissent a
I'interface entre des molécules de nature différente (adhésion) [9].
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B.1.1. Interaction entre une goutte liquide et une surface solide

Lorsqu’une goutte liquide est déposée a la surface d’un support solide, elle va adopter une
forme tridimensionnelle différente selon les propriétés des deux différentes phases. Dans
certains cas, elle va s’étaler sur toute la largeur de la surface de maniére a former un film tres
mince ; dans d’autres cas, elle va former une structure plus sphérique, de maniére a minimiser
I'interface qu’elle partage avec le solide (Figure 8). Ces deux phénomeénes distincts sont dus
a des forces d’interaction agissant sur une interface qui tendent a diminuer I'aire de celle-ci,
ce que I'on dénomme par le terme de « tension superficielle », symbolisé par la lettre grecque
y [10].

HYDROPHILE HYDROPHOBE

Figure 8 : lllustration du concept de mouillabilité d'une surface

Dans le développement qui suit, on notera respectivement par ysg, ¥s1 €t V¢ les tensions
superficielles des interfaces solide-gaz, solide-liquide et liquide-gaz. 0 désignera la mesure de
I'angle formé par la goutte entre les interfaces solide-liquide et liquide-gaz au point ou les
trois phases se rencontrent. Cet angle est appelé angle de contact et est lié aux différentes
formes de la tension superficielle par I’équation de Young (éq. 1) :

Yi-g * cos(8) = Vs—g — Vs—1 (éq. 1)

Yi-g €t ¥s_g n’étant pas des variables sur laquelle il est possible d’avoir un contréle sans
changer les propriétés du liquide ou du gaz (température, composition, ...), seule la norme du
vecteur y,_; aura une influence sur I’angle de contact, comme le montre I'équation 1. Un angle
de contact O élevé sera observé lorsque la tension superficielle y;_; qui tend a diminuer la
surface de l'interface s-I le sera également, et réciproquement sera plus fermé lorsque cette
tension superficielle sera plus petite que ys_.

B.1.2. Adsorption d’une protéine sur une surface

Une adsorption est définie comme I'accumulation spontanée d’une substance dans la zone
interfaciale séparant deux phases. Cette accumulation est due a deux types de phénomeénes
distincts que nous allons définir ci-dessous : la physisorption et la chimisorption.

La physisorption résulte principalement d’interactions faibles, de type électrostatique, entre

différents atomes appartenant a des molécules différentes. Dans notre cas, il s'agira des
interactions entretenues par les protéines vis-a-vis de la surface sur laquelle elles s’adsorbent.

Mémoire de fin d’études — A. Bertrand — Promu par A. Delcorte et C. Dupont



Ces interactions faibles peuvent étre de différents types : des ponts Hydrogene, des forces de
Van Der Waals, ...

La chimisorption implique, quant a elle, des liaisons chimiques covalentes entre les
constituants des deux phases. Dans le cas d’'un wafer de silicium, il s’agira d’une liaison
chimique covalente entre un groupement silanol déprotoné (Si-O°) et une extrémité de la
protéine chargée positivement (par exemple une amine terminale ou un groupement R chargé
positivement (Lysine, Arginine ou Histidine — a pH 7). La chimisorption est une technique
permettant de créer des couches trés minces de matiére, pouvant méme étre constituées
d’une seule couche de biomolécules (monocouches de Langmuir).

Selon I'hydrophilicité de la surface et la nature des chaines latérales des acides aminés qui la
composent, la protéine va adopter une structure tridimensionnelle lui permettant de
maximiser les interactions attractives qu’elle peut entretenir avec la surface et minimiser les
interactions plus défavorables. Pour une protéine déposée sur une surface chargée
négativement, les acides aminés possédant des chaines latérales chargées positivement
auronttendance a s’orienter de maniére a maximiser les interactions qu’ils entretiennent avec
la surface. En revanche, il existe des acides aminés possédant une chaine latérale apolaire ou
chargée négativement. La protéine va donc adopter une conformation lui permettant de
maximiser la distance entre ces chaines latérales et les charges négatives de surface du
support.

Certaines portions de protéines contenant un grand nombre de résidus apolaires ou chargés
négativement entretiendront dés lors des interactions répulsives avec la surface et
émergeront de celles-ci en formant des structures en forme de queues, d’hélices ou encore
de boucles (Figure 9).

Figure 9 : Différentes conformations pouvant étre prises par une protéine une fois adsorbée a une surface [16]

B.2. Intéréts de I"élaboration de couches minces protéigques

L’élaboration des couches minces de biomolécules (telles que des protéines) ouvre la voie a
de nombreuses applications dans des domaines variés, que ce soit en recherche scientifique
ou en fabrication d’appareillages a vocation biotechnologique. Nous allons ici en donner
guelgues exemples.
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B.2.1. Test ELISA

Le test ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) est une technique courante au sein des
industries pharmaceutiques et en recherche scientifique. Elle permet la détection et la
guantification d’anticorps ou d’antigene au sein d’un sérum biologique.

e Yo poont Ce test est réalisé dans des plaques
multi-puits donc les parois sont
recouvertes d’une monocouche
d’antigénes (de nature protéique), qui

o servent a détecter la présence d’un

‘ anticorps (primaire) connu contenu

dans le sérum testé. La partie dite

« lourde » de cet anticorps primaire est

ensuite utilisée comme site de

reconnaissance par un anticorps
secondaire, génétiquement modifié au
préalable: a I'extrémité de la chaine
lourde de cet anticorps secondaire est
fixée, par génie génétique, une enzyme

servant a transformer un substrat a

I’origine incolore (exogéne au milieu biologique d’origine) en un produit coloré (Figure 10).

Tout anticorps qui n’a pas été fixé a ce stade sera éliminé lorsque I'on videra les puits du

liguide qu’ils contiennent.

Figure 10 : Schéma de principe du test ELISA indirect [11]

Par la suite, une solution contenant le substrat chromophore est ajouté dans les puits, de
maniére a initier I'apparition de la couleur due a l'activité de I'enzyme. Cette coloration
n’apparaitra donc que dans le cas ol I'anticorps primaire issu du sérum aura fixé I'anticorps
secondaire sur lequel I'enzyme est liée. L'intensité de coloration de la solution peut, par
ailleurs, servir a une quantification de cet anticorps primaire au moyen d’un dosage par
colorimétrie.

B.2.2. Les biocapteurs

Un biocapteur est un dispositif technologique capable de fournir une information (semi-)
guantitative sur la présence d’une substance particuliére au sein d’un organe, d’un organisme
vivant ou d’un écosysteme grace a la reconnaissance de cette substance par un élément
d’origine biologique [12]. Cet appareil est couplé a un systeme électronique permettant de
traduire la reconnaissance de la substance par le récepteur adéquat en une information
pouvant étre traitée par un appareil électronique.

Exemple d’application dans le milieu médical : le biocapteur de glucose

Un exemple typique est le biocapteur de glucose, servant a mesurer le taux de glucose sanguin
[13]. Celui-ci est composé d’une électrode pouvant étre de nature diverse (carbone vitreux,
platine, ...) sur laquelle est déposée une fine couche d’'un mélange composé de I'enzyme
glucose oxidase et d’'un polymere conducteur (polypyrrole), servant de liant afin de maintenir
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I'intégrité de la couche et de permettre le transport des électrons a travers le revétement. Ce
mélange est obtenu par électro-polymérisation du pyrrole au sein duquel sera séquestré
I'enzyme.

La glucose oxidase est une enzyme qui transforme le glucose en acide gluconique, la réaction
étant accompagnée d’une réduction de lI'eau en peroxyde d’hydrogéne. Le peroxyde
d’hydrogéne est une substance fortement oxydante qui va réaliser une réaction
d’oxydoréduction avec une électrode, créant ainsi un courant électrique pouvant étre mesuré
a l'aide d’un amperemetre. Au courant mesuré a I'électrode pourra ensuite étre associée une
teneur en glucose dans le sang.

p — glucose + H,0 glucose Oxidase, acide gluconique + H,0,

al'électrode: H,0, + 2H* +2e~ —» 2 H,0

Amélioration de la biocompatibilité des matériaux a des fins médicales

Outre des enzymes, il est également possible de réaliser des revétements constitués d‘une
couche mince de protéines de maniere a améliorer la biocompatibilité de certains objets tels
gue des prothéses. Un brevet utilisant une protéine de structure, dite « ostéogénique »
(d’aprés la dénomination utilisée par celui-ci) facilitant I'ostéointégration d’une prothése
dentaire en titane a notamment été déposé [14].

Gestion environnementale

De nombreux appareils ont été développés de maniére a détecter des changements au sein
d’un organisme ou d’un écosysteme [12]. Il existe par exemple des capteurs enzymatiques,
fonctionnant de maniére semblable au biocapteur de glucose, qui permettent de détecter et
de mesurer la présence de substances toxiques telles que des perturbateurs endocriniens.

Amélioration de la stabilité microbienne dans les conserves alimentaires

L’efficacité d’'un revétement a base d’une substance bactéricide de type protéique (nisine) sur
la surface interne des conserves alimentaires a été étudiée [15] de maniere a améliorer la
conservation des denrées qu’elles contiennent.

La nisine est un bactéricide habituellement produit au cours de la fermentation lactique par
certaines bactéries de type LAB (Lactic Acid Bacterium), et a pour but d’empécher la
prolifération de microorganismes pouvant agir comme rivaux vis-a-vis de ce Bacillus.

B.3. Technigues fréguemment utilisées pour I'élaboration de couches minces de
biomolécules

Il existe de nombreuses techniques permettant d’obtenir des couches protéiques adsorbées
a des surfaces. Nous allons en évoquer ci-dessous quelques exemples, et discuter des
avantages et inconvénients liés a ces méthodes.

Mémoire de fin d’études — A. Bertrand — Promu par A. Delcorte et C. Dupont



B.3.1. Parvoie liquide

Formation d’une monocouche adsorbée par trempage au sein d’une solution protéigue, ou

étalement mécanique suivi d’un retrait du solvant par séchage (forcé ou non)

Pour la constitution de revétements a base de nisine [15], la couche protéique est adsorbée a
la surface d’un film de polyéthyléne (ou de cellulose) par trempage pendant quelques heures
dans une solution protéique. Cette surface est ensuite séchée a I'air.

Une autre maniére évoquée dans cet article est I'étalement mécanique de la solution au
moyen d’un étaleur triangulaire. Le film est ensuite séché grace a un flux d’air chaud qui

permet une meilleure répartition des protéines sur la surface.

Dépét d’une goutte de solution protéique et séchage a I'air libre (ou par flux)

Il est a noter que pour cette méthode de dépoét, I'entiereté de la matiere sera adsorbée au
support. Selon la quantité de solution protéique déposée sur le support, il est possible au
moyen de cette technique d’obtenir des couches de matiére plus ou moins épaisse. Toutefois,
dans le cas d’une couche trés épaisse, il est probable que les couches obtenues soient tres
inhomogenes, menant a une interface solide-air pouvant étre trés rugueuse.

Formation d’'une monocouche par chimisorption

7/—5i—0 7/—&—0 7/—9—0
%:zz:z - % __________ |
e e &
//A—Si—o %—Si—o %—Si—o-m

Pr-H* = extrémité libre
chargée + d'une protéine

Figure 11 : lllustration de I'application du modéle de la monocouche de Langmuir a une protéine (Pr) adsorbée a
la surface d’un wafer de silicium

Une surface d’adsorption est typiquement recouverte d’'un nombre défini de sites (Figure 11)
sur chacun desquels peuvent se fixer un ligand. Le modéle de Langmuir, qui explique ce
phénomeéne de chimisorption d’une espéce chimique libre en solution sur une surface
homogene, est définie par un modeéle qui se base sur les hypothéses suivantes :

- Lessites sont équivalents et indépendants entre eux, ce qui signifie que les probabilités
d’adsorption du ligand est égale pour tous les sites (Si-O) disponibles ;

- Iy aun nombre défini de sites ;
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- Le ligand (ici, une protéine symbolisée par « Pr ») ne peut s’adsorber qu’a un seul site
a la fois ;

- Il s’agit d’un processus réversible, qui peut étre régi par une constante d’équilibre K.

Il peut étre démontré qu’il existe une relation mathématique entre la concentration de la

protéine en solution, que I'on note « C », et la fraction de sites liés a ce soluté, que I'on note
0:

5= KC
14 KC

1,2

0,8

0,6

0,4

Fraction de sites occupés (0 )

0,2

0 5 10 15 20 25 30 35
Concentration en soluté (C)

Figure 12 : Représentation d'une Isotherme de Langmuir hypothétique, avec K fixé a une valeur de 1

La relation liant 6 a C est montrée dans la figure 12 pour un cas hypothétique (K est fixé a une
valeur égale a 1). La fraction de sites occupés est donc dépendante de la quantité de solutés
présente en solution. Pour des concentrations élevées, c’est-a-dire pour C >> K, 0 tend vers la
valeur de 1, signifiant que I’on obtient une monocouche de Langmuir (c’est-a-dire un systéme
d’interface pour lequel I'ensemble des sites de la surface est lié a un soluté).

Sous certaines conditions cependant, la formation d’une monocouche uniforme sur
I'entiereté d’une surface ne se produit pas en raison notamment d’une adsorption

préférentielle de protéines présentes en solution sur des protéines déja liées au support.

Adsorption forcée par spin-coating

Le spin-coating est une technique basée sur I’étalement d’une goutte de solution protéique
(ou tout autre type de molécule capable de s’adsorber a une surface) au moyen de la force
centrifuge induite par un mouvement de rotation rapide du support autour de lui-méme [17].
Lorsque la matiere qui n’a pas été adsorbée au support arrive au bord de celui-ci (c’est-a-dire
le solvant et I'excédent de soluté qui n’a pas pu étre fixée sur le substrat), elle est éjectée sous
forme vaporisée en dehors de la surface.
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Figure 13 : Influence de la vitesse de rotation du spin-coating et de la concentration de la solution déposée sur I'épaisseur du
film de matiere formée (extrait de[17])

Le spin-coating permet de créer des couches minces donc I'épaisseur dépend principalement
de 2 parametres : la vitesse de rotation du rotor et la quantité de protéine initiale contenue
dans la solution déposée. La figure 13 présentée ci-dessus montre l'influence de ces deux
parametres : une quantité élevée de protéines déposée aura tendance a accroitre I'épaisseur
du film, tandis qu’une vitesse de rotation plus élevée meénera a la formation d’une couche plus
fine.

Le spin-coating est une technique de déposition forcée qui est facile a mettre en ceuvre, mais
qui possede toutefois quelques inconvénients. Parmi ceux-ci, nous pouvons noter la grande
difficulté rencontrée a créer des couches d’épaisseur homogeéene lorsqu’on utilise des solutions
possédant une plus grande viscosité (qui dépend du solvant mais aussi de la concentration du
soluté lorsque celle-ci est plus élevée). Ce phénomene est di a un gradient d’accélération
centrifuge régnant sur la surface en rotation: en effet, I'accélération centrifuge est
proportionnelle a r?, r étant la distance entre un point donné de la surface considérée et le
centre de rotation du support. Puisque r a une valeur, par définition, plus basse lorsque I'on
se rapproche de I'axe de rotation de la surface, I'accélération centrifuge sera donc plus faible
a cette position-la. Cela aura donc pour conséquence que I’épaisseur du film aura tendance a
étre plus élevée au centre de la surface et plus faible lorsque I'on se rapproche des bords de
celle-ci. Il peut également y avoir des effets d’accumulation aux bords de la surface.

La figure 14 ci-dessous synthétise les éventuelles difficultés que I'on peut rencontrer lorsque
I'on élabore des couches de molécules a I'aide des techniques susmentionnées.
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Dépot d’une goutte de solution et séchage a l'air libre :
Couches trés épaisses ou répartition inhomogéne

000
- 5 °

Dipping : formation potentielle d’amats

Spin-coating : couche plus épaisse au centre + effets de bord

Figure 14 : Schématisation de quelques problemes potentiels rencontrés lors de I'adsorption de protéines par dépét d’une
goutte de solution, par dipping, ou par spin coating

Assemblage ELBL (Electrostatic Layer-by-Layer)

L'assemblage Layer-by-Layer est une méthode permettant la construction de couches denses
de matiere contenant des protéines a la surface d’un support solide. On peut y mentionner
comme avantage, par rapport au spin-coating, I'indépendance de la géométrie du support : le
spin-coating nécessite I'utilisation de support plan, tandis que la technique ELBL peut
également s’appliquer a d’autres formes de supports (sphériques, cylindriques, ...).

Cet assemblage est constitué d’une alternance de couches protéiques et de couches
constituées d’'un matériau composite dont la surface comporte de nombreuses charges (ce
composite est appelé « poly-électrolyte ») [18], [19]. Ce poly-électrolyte peut, selon sa nature,
posséder des charges de surface positives ou négatives. Il agira comme agent permettant de
maintenir entre-elles les couches successives de protéines.

La figure 15 illustre le principe de construction d’'une couche protéique a I'aide d’'un
assemblage ELBL. En phase liquide, une premiére couche de protéine va s’adsorber par
chimisorption a la surface du support. Ensuite, le support est trempé dans une seconde
solution contenant des polyanions, qui vont s’adsorber a la surface supérieure des protéines
contenant des charges positives. En immergeant de maniéere alternée la couche produite dans
les solutions contenant soit la protéine, soit le polyélectrolyte, on va augmenter de manieére
progressive |'épaisseur de la couche jusqu’a ce qu’elle atteigne I'épaisseur désirée.
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Figure 15 : Principe d'élaboration d'une couche mince alternant des protéines possédant des charges formelles
positives et des polyélectrolytes possédant des charges superficielles négatives [18].
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B.3.2. En phase gazeuse : le soft-landing

Les techniques présentées a la section précédente impliquent la présence d’un solvant qui
peut, dans certain cas étre a l'origine de certaines difficultés potentielles. En effet, le retrait
du solvant peut occasionner par exemple un effondrement de la structure de la couche, ou a
tout le moins des changements de conformation des protéines.

Le soft-landing est défini comme un transfert de molécules intactes depuis une matrice, par
volatilisation de celles-ci, suivie par « atterrissage en douceur » sur une surface de maniére a
conserver l'intégrité de celles-ci [21]. Cette technique a été mise au point de maniére a
pouvoir modifier les propriétés d’une surface via le dép6t en couches minces de molécules
diverses (métaux, biomolécules, etc.).

Cette technique posséde de nombreux avantages en comparaison avec d’autres alternatives
[22] : la possibilité d’'un dépot d’un seul type de molécule via sélection de la masse (au moyen
d’un analyseur de masse) ou encore la possibilité d’effectuer le transfert a pression
atmosphérique (la ou les autres méthodes requiérent des conditions de vide poussé).
L’énergie cinétique de translation des molécules émises par la méthode soft-landing est faible
(jusqu’a moins d’un eV par molécule), ce qui permet un transfert de molécules intactes, ayant
une conformation inchangée [21].

La méthode soft-landing utilise un appareillage décrit a la figure 16, composé d’une source
d’ionisation (EI*, ESIZ ou MALDI3), d’un instrument optique permettant de diriger les ions émis
dans une direction voulue (quadripéle linéaire) et d’un analyseur de masse (ion trap, ToF, ...).
La source d’ionisation va permettre la volatilisation des molécules qui vont se trouver sous
forme ionisée. Ces ions vont pouvoir ensuite étre focalisés et dirigés a I'aide d’un instrument
optigue comme par exemple, un quadriplle. L'analyseur de masse va permettre de
discriminer les molécules que I'on souhaite déposer a la surface selon leur rapport m/z (m
étant la masse de I'ion et z symbolisant sa charge).

! Electron lonization
2 ElectroSpray lonization
3 Matrix Assisted Laser Desorption lonization
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Figure 16 : Principe de la modification d'une surface par soft-landing et instrumentation associée [21]

Lors de I'atterrissage des molécules sur la surface, les propriétés de celle-ci vont également
avoir une influence sur le dépot des molécules (dureté de la surface, mouillabilité,
chimisorption, ...). Par exemple, dans le cas d’un reactive landing, le dép6t de molécules va
étre accompagné de la formation de liaisons chimiques covalentes entre la surface et les
molécules transférées (chimisorption). Ces liaisons covalentes vont permettre une meilleure
stabilisation de la couche déposée. La dureté de la surface va, quant a elle, avoir une influence
sur la fragmentation de la molécule au moment de son « atterrissage » sur la surface. Une
surface plus dure aura tendance a causer une fragmentation plus importante de la molécule.
L'angle d’atterrissage des molécules sur cette surface va également influencer I'adsorption de
celles-ci ou leur éventuelle fragmentation.
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C. Le projet iBEAM et |le transfert moléculaire

C.1. Interactions entre les ions et la matiere et émission moléculaire

Lorsqu’une matrice solide est bombardée par un faisceau d’ions, I'énergie des ions est
transférée a la matiére qui est ensuite dissipée de plusieurs maniéres différentes [23] :

e Excitation vibrationnelle des atomes et des liaisons ;

e Cassure de certaines liaisons entre atomes ;

e Transfert d’atomes d’hydrogéne ;

e Modification de la structure de la matiére avec émission de molécules (ou de
fragments) en phase gazeuse.

Pour des faisceaux d’ions monoatomiques, le bombardement de particules primaires sur la
matiere solide va créer une série de collisions interatomiques en son sein qui vont mener a un
réarrangement des molécules et des atomes entre eux (figure 17). Ce mouvement va d’abord
étre dirigé vers les couches plus profondes de la matiére. Ensuite, les collisions vont engendrer
une déviation du projectile, ce qui aura pour effet d’entrainer des mouvements de molécules
cette fois-ci dirigés vers le haut. Ce seront donc les atomes situés sur la couche supérieure qui
seront éjectés. Les particules secondaires seront donc des atomes, des molécules entiéres ou
des fragments de molécule pouvant étre neutres ou ionisées. La fraction de d’espéeces ionisées
(qui seront exploité en SIMS?) est toutefois faible en regard du nombre de molécules éjectée
de la matiére [26]. La particule primaire va, quant a elle, continuer sa pénétration en ligne
droite pendant plusieurs nm de distance [24].
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Figure 17 : Interaction des particules primaires issues d'un faisceau d'ion avec la matiéere [25]

4Voir section E.3
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Lorsque I'on utilise des faisceaux d’ions, il est souvent d’usage d’employer en tant que
particules primaires des petites particules multi-atomiques appelées « agrégats »
(« clusters », en anglais) plutot que des particules primaires monoatomiques. L’'intérét
d’utiliser ces clusters dans un faisceau primaire est d’augmenter le nombre de particules
éjectées par rapport a un faisceau d’ions monoatomiques, tout en utilisant une énergie totale
identique [24], ce qui a pour effet de limiter la fragmentation des molécules composant la
matiere bombardée. Cela est d{ a une énergie par atome sera proportionnellement réduite
par rapport a des ions monoatomique possédant une méme énergie cinétique.

A ce stade-ci, il parait important de mettre en relation les énergies des atomes qui constituent
les agrégats et les énergies des liaisons chimiques classiquement retrouvées dans la structure
moléculaire d’'une protéine (tableau I). En effet, si les énergies cinétiques des atomes
constituant les agrégats d’ions primaires sont supérieures a celles qui lient les atomes entre
eux, il y a fort a parier que l'interaction des ions primaires avec la matiére ménera a une
fragmentation élevée de celle-ci. Dans le cas contraire, nous pouvons a priori faire I’hypothese
gue des fragments secondaires de taille plus importante seront éjectés.

Tableau | : Energie des principales liaisons entre atomes au sein des chaines latérales des acides aminés [27]

Liaison chimique | Energie molaire de liaison (kJ/mol) | Energie atomique de liaison
(eV/atome)

C-C 348 3,61

C-H 412 4,28

Cc-0 360 3,74

C-N 305 3,16

De plus, il a été montré que I'’émission des particules secondaires était plus reproductible en
utilisant un faisceau de cluster d’ions plutét qu’un faisceau primaire de type monoatomique :
cela permet donc une comparaison plus fiable de différents échantillons analysés en SIMS.

C.2. Le projet iBEAM

Ce mémoire s’inscrit dans un projet de recherche plus vaste mené au travers d’une
collaboration entre les équipes des Professeurs Arnaud Delcorte, Christine Dupont et Clément
Lauzin. L'approche innovante étudiée dans le cadre de ce projet propose de tester différents
types de clusters ioniques pour transférer de la matiere depuis une cible (sur laquelle a été
déposée des protéines en couche épaisse) vers un collecteur. Une vision schématique de cette
approche est montrée a la figure 18, page suivante.

Apres transfert des biomolécules sur le collecteur, il s’agira de caractériser celui-ci. La
technique analytique utilisée a cette fin, I'imagerie SIMS, sera présentée ultérieurement.
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Figure 18 : Stratégie proposée par le projet iBeam pour I'élaboration de couches minces protéiques sur un support appelé
"collecteur"

C.3. Objectifs de ce mémoire et méthodologie associée

Comme évoqué a la section précédente, le choix du faisceau d’agrégats est un facteur
d’'importance cruciale pour le transfert de biomolécules. Les différents clusters utilisés
(possédant des énergies cinétiques de grandeur distincte) montreront un comportement
distinct vis-a-vis de la matiére que I'on souhaite transférer: il y a donc un compromis a
trouver, en termes d’énergie cinétique des atomes composant les ions primaires, entre
efficacité de la désorption au niveau de la cible et le maintien de l'intégrité de la protéine une
fois qu’elle est adsorbée a la surface du collecteur.

L’objectif principal de ce mémoire est donc de définir le type de faisceau de clusters ioniques
permettant un transfert optimal de protéines depuis la cible vers le collecteur (Figure). A cette
fin, différents faisceaux d’agrégats ayant des propriétés énergétiques différentes ont été
utilisés pour effectuer des transferts de protéine (ces expériences ont été réalisées avec le
lysozyme comme modéle). La quantité de protéine composant le dépot est également un
facteur que I'on a souhaité optimiser.

Une fois le transfert moléculaire effectué, il s’agira de caractériser la matiére qui a été
transférée et de la comparer a des échantillons de couches minces de protéine, de différentes
épaisseurs, fabriqués par dépot forcé en phase liquide au moyen de la technique du spin-
coating. En ce qui concerne l'analyse des dépots, la méthode qui est privilégiée est la
technique SIMS (Secondary lon Mass Spectrometry), qui sera développée a la section E.3.4.

Il s’agit d’'une technique de choix pour la caractérisation d’un échantillon solide, mais qui
génére une quantité importante de données a interpréter. Grace a |'utilisation de méthodes
d’analyse multivariée, et en particulier la PCA (Principle Components Analysis), les
informations issues des analyses par spectrométrie ToF-SIMS qui décrivent le mieux possible
la matiére déposée sur les supports de silicium seront identifiées et utilisées de maniére a tirer
des conclusions sur I'efficacité et la qualité de la matiere transférée pour chaque faisceau
utilisé (voir section H.2.1)
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Partie Il : Matériel et méthodes

Comme évoqué a la fin de la section précédente, les différentes techniques que nous avons
utilisées dans le cadre de ce mémoire ont pour objet la caractérisation de couches minces
obtenues par adsorption forcée de Lysozyme sur un wafer de silicium cristallin au moyen de
la technique du spin-coating.

Dans un premier temps, nous allons nous intéresser au substrat sur lequel les couches
protéiques seront obtenues. En effet, le nettoyage d’un wafer peut nécessiter I'emploi de
méthodes de nettoyage pouvant étre parfois contraignantes a utiliser. Parmi ces méthodes,
le traitement par un mélange Piranha constitue une étape pour laquelle des précautions
particuliéres d’utilisation doivent étre prises (en raison de l'extréme corrosivité de ce
mélange), et il est intéressant d’en vérifier I'utilité dans le cadre de ce mémoire. Pour ce faire,
des mesures d’angle de contact et des mesures d’épaisseur de couche ont été effectuées sur
des wafers ayant subi différents traitements ou combinaisons de traitements.

Par la suite, des échantillons ont été réalisés en tenant compte des enseignements tirés grace
aux mesures réalisées sur les wafers ayant subi les différent(e)s (combinaisons de)
traitements. Ces échantillons different entre eux par la concentration de la solution de
lysozyme qui a été déposée a leur surface au moyen du spin-coating. Les méthodes utilisées
pour la caractérisation de ces couches protéiques sont, une nouvelle fois, I'ellipsométrie a
laquelle s’ajoute une méthode analytique de caractérisation de surface : la Spectrométrie de
Masse des lons Secondaires (SIMS, en anglais).

La technique SIMS est une méthode semi-quantitative générant un nombre important
d’informations qui va falloir traiter en vue d’en extraire I'essentiel. La PCA (accronyme anglais
de Principal Component Analysis) est une technique d’analyse multivariée permettant de
réduire la grande quantité d’informations issues de I’analyse spectrale et de pouvoir classer
les différents spectres traités selon un nombre réduit de variables. Une explication théorique
de cette méthode d’analyse multivariée sera réalisée, suivie en fin de cette section par
I'application de la PCA sur les résultats SIMS obtenus pour les échantillons de référence.

Le développement de cette section présentera les différentes méthodes susmentionnées d’un
point de vue théorique, et d’'un point de vue pratique.

D. Elaboration des échantillons de références

Le nettoyage des wafers de silicium est un élément déterminant la maniéere dont les protéines
se disposent sur ce support (cet aspect sera discuté dans la section G). En effet, les protéines
vont interagir avec le support grace a des interactions de type hydrophile, par I'intermédiaire
de leurs chaines latérales R et de leurs extrémités. Un support plus hydrophile permettra une
adhésion a priori plus élevée pour les acides aminés ayant des chaines latérales R plus polaires
voire chargées et, a contrario, devrait interagir de facon répulsive vis-a-vis de ceux ayant une
chaine latérale R aliphatique (Figure 9).

A I'exception de certains échantillons, dont la méthode de préparation sera présentée en
temps utile, les wafers de silicium cristallin ont tous été traités avant dép6t de la matiére au
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moyen des traitements expliqués ci-dessous. La mise en ceuvre pratique du nettoyage est
également expliquée pour chaque traitement.

D.1. Le traitement Piranha

D.1.1. Objectif recherché

Le traitement Piranha consiste a faire tremper les wafers dans une solution de nettoyage
combinant les effets d’un oxydant fort (H,02) et d’un acide fort (H,SOa4) [28], en vue de
s’affranchir de certaines impuretés (poussiéres, résidus lipidiques, ...). Cela est réalisé de facon
a obtenir une surface ayant une composition chimique la plus uniforme possible et, de ce fait,
d’éviter qu’il ne s’y trouve des zones ol la matiere que I'on souhaite déposer s’adsorberait
préférentiellement ou, a contrario, des zones ol I'adsorption de matiére serait défavorisée.

En effet, les résidus hydrophobes tels que les graisses vont interagir préférentiellement avec
les chaines latérales des acides aminés qui sont plutot hydrophobes (comme par exemple Ala,
Leu ou encore Phe, qui ont des chaines latérales aliphatiques) [29], ce qui peut mener a une
répartition non-homogeéne des protéines lors du dép6t de la matiere.

D.1.2. Mise en ceuvre expérimentale

Les wafers sont trempés durant approximativement 15 minutes dans une solution Piranha,
qui consiste en un mélange aqueux contenant H,0; (35% en masse) et H,SO4 (95% en masse)
dans un rapport volumique 1 : 2. lls sont ensuite rincés individuellement durant une dizaine
de secondes sous un filet d’eau ultra pure afin de retirer toute trace d’acide sulfurique et de
peroxyde d’hydrogéne.

Les wafers sont ensuite aspergés avec quelques gouttes d’isopropanol, ce qui a pour but de

remplacer I’eau résiduelle par un liquide plus volatil dont I’élimination est ensuite facilitée par
séchage a I'aide d’un flux d’azote.

D.2. Le traitement UV-ozone

D.2.1. Principe de fonctionnement de I'appareil et objectifs recherchés

L'ozone est formé par excitation de I'oxygéne moléculaire (également appelé oxygéne
« triplet ») au moyen d’une lumiére UV monochromatique de longueur d’onde A égale a 185
nm [30]. Cet oxygene « triplet » est ensuite photodissocié par excitation avec seconde lumieére
UV monochromatique (A = 253,7 nm) issue d’une lampe a vapeur de mercure, ce qui va des
espéces radicalaires (appelées oxygene « singulet »). Ce sont ces especes radicalaires qui vont
réagir avec les contaminants organiques restés sur la surface du wafer de maniére a les rendre
volatiles a la pression et température atmosphérique.

Le traitement a l'ozone permet également l'uniformisation des wafers de silicium
(fonctionnalisation par des groupements SiO;) sur toute sa surface au moyen d’une réaction
oxydative radicalaire, ce qui accroit la mouillabilité du support et qui favorise donc les
interactions hydrophiles avec les protéines qui y seront déposées.

Mémoire de fin d’études — A. Bertrand — Promu par A. Delcorte et C. Dupont



D.2.2. Mise en ceuvre expérimentale

Les wafers ont été traité par UV-ozone durant 15 minutes a I'aide d’'un un appareil UVO-
cleaner Model 42 Series manufacturé par la firme Jelight Company Inc.

D.3. Elaboration des échantillons de référence par adsorption forcée de matiére au moyen
de la technique du spin-coating

Dans le cadre de ce mémoire, des dépots en couche mince de lysozyme (acheté aupreés de la
firme Sigma-Aldrich sous la forme d’une poudre lyophilisée) de différentes épaisseurs ont été
obtenus par spin-coating de solutions protéiques de concentration croissantes® afin d’y mener
différents types d’analyses (cf. infra). Le principe de cette méthode a été expliquée
précédemment dans ce travail (voir section B.3). Aprés pesée d’une quantité adéquate, le
lysozyme est dilué (a I'aide d’un vortex) dans de I'eau distillée.

Les dépdts sont enfin obtenus par spin-coating au moyen de I'appareil Model WS-400B-
6NPP/LITE de la firme Laurell Technologies Corporation. Sauf exceptions qui seront
mentionnées en temps utile, les paramétres utilisés pour I'élaboration des échantillons de
références sont les suivants : une rotation de 4000 rpm durant 45 secondes.

E. Technigues analytiques utilisées pour I'analyse de wafers et d’échantillons de
référence

E.1. Mesure de I'angle de contact

L'appareillage utilisé pour les mesures d’angle de contact provient de la firme Electronisch
Ontwerpbureau de Boer (Pays- Bas) dont une représentation schématisée été montrée a la
figure 19.

Cet appareillage est composé de
différentes parties: une source de

Baclkglroud Needle lumiére, une micro-seringue
ight

permettant de déposer une goutte de
Camera liguide a la surface du wafer testé
Liquid drop et une caméra, reliée a un ordinateur
samd permettant de traiter I'image et de
w—f déterminer l'angle de contact de la

Sample stage goutte sur le support.
Pour effectuer la mesure, une goutte

Figure 12 : Schéma de principe de I'appareillage utilisé pour les mesures , ,
J princip PP 7 P de 0,3 pl est déposée sur la surface

d'angle de contact [31] - )
grace a la micro-seringue, et la mesure
de I'angle de contact affichée sur I’écran d’ordinateur est relevée 5 secondes aprés la mise en
contact du liquide avec le solide, de maniére a laisser la goutte prendre sa forme d’équilibre.

5 Notons que la solubilité maximale de cette protéine dans I'eau a 25°C et & pH 7 est approximativement égale
a20g/L
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E.2. Mesure de I'épaisseur de couches minces par ellipsométrie

E.2.1. Principe théorigue de la mesure

L’ellipsométre est un instrument permettant de mesurer I'épaisseur (moyenne) d’'une couche
mince de matériel transparent déposé sur une surface plane. La technique se base sur la
variation des composantes vectorielles d’'un faisceau de lumiére polarisée, située dans le
spectre proche-infrarouge, lorsque celui-ci est réfléchi sur une surface (une lumiére polarisée
est une lumiére dont la composante magnétique a été filtrée grace a un dispositif appelé
« polariseur »). Lorsque cette lumiére polarisée arrive sur une surface, celle-ci aura plusieurs
destinées (figure 20):

e Réflexion

e Passage au travers de la matiere et réfraction
e Absorption au sein de la matiere

e Transmission

En ellipsométrie, ce sont les deux premiéres contributions qui sont exploitées [32]. Il en existe
cependant une variante qui utilise la partie transmise de la lumiére a travers une surface [33].

La composante électrique d’'une onde lumineuse (qui est alors une onde plane) peut étre
caractérisée par deux contributions, I'une étant perpendiculaire au plan d’incidence de I'onde
plane et I'autre lui étant paralléle (elles seront respectivement symbolisées par Es et E, dans
la suite de cette section). Ces contributions vectorielles de E peuvent étre écrites en termes
mathématiques par une fonction dont le temps t est I'unique variable [34]:

Es =15 * cos(w(t — %) + A;)
Ep =1, * cos(w(t — %) +4,)
Avec :

e w lavitesse angulaire de I'onde

o tletemps

e zla position du vecteur sur I'axe z de propagation de I'onde
e v lavitesse linéaire de propagation de I'onde

e rl’amplitude maximale de chacune des ondes

A la différence de phase de chacune des ondes
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Figure 20 : Réflexion d'une onde polarisée plane sur une surface réfléchissante [32]
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Figure 21 : Représentation schématique de I'ellipse de la lumiere
elliptiquement polarisée [35]

Pour une lumiére polarisée de maniere
« elliptique », les grandeurs rs et r, sont
différentes, d’ou la trajectoire elliptique
(Figure 21) du vecteur électrique (qui est la
résultante des vecteurs Es et E;).

Lors de la réflexion sur la surface, les
vecteurs Es et E, vont voir leur orientation
et leur amplitude modifiées. On dénote par
|rp| et |r;] la modification de I'amplitude
des composantes paralléles et
perpendiculaires de l'onde lors de Ia
réflexion sur la surface. Le rapport de ces
modules est défini comme suit :

|rp|

[7sl

tany = (€q. 2)

Ce rapport se base sur I’hypothése que la
couche analysée ne possede pas de couche
d’oxyde ni de rugosité de surface.
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Le changement de 'orientation des composantes Es et E, est appelé différence de phase et est
symbolisé par la lettre grecque A. Une différence de phase survient lorsque I'onde passe au
N travers de milieux possédant
des indices de réfraction
2 (symbolisés par la lettre n)
! différents  (Figure  22).
: Réflexio . l'indice de réfraction d’un
" eflexion apres o : i
Rayon ! réfraction milieu donné est égal au
! rapport des vitesses de
: propagation de la lumiére
: A|r dans le milieu considéré et
celle dans le vide (3.10%8 m/s).

ncigent

0,

L'ellipsométre effectue des
mesures successives de A et
de tan(y) pour plusieurs
angles d’incidences du

faisceau de lumiere
polarisée (MAIE — Multiple
Angles of Incidence

Support de Silicium

Ellipsometry)  qui  sont
ensuite analysées par un

Figure 22 : Réfraction d'une onde lors de la pénétration d'une onde dans des milieux modele mathématique
possédant des indices de réfractions différents informatisé, utilisant pour

parameétre I'indice de
réfraction de la couche d’oxyde de silicium sur lequel est déposé I’échantillon.

. e tan?y +tan?A , , b
Si on défini § = 2cos 4 ~anvitana AVec A I'angle de I'analyseur, I'épaisseur de couche d
any

se déduit via larelation : d = A étant la longueur d’onde du laser incident et ®@ I'angle

AB
2mcosgp’
de réfraction du laser au sein de la couche transparente.

L'ellipsométrie est une technique analytique rapide et facile a mettre en ceuvre. Elle donne
une valeur moyennée de I'épaisseur d’'une couche transparente, mais ne permet pas d’obtenir
des indications sur la topographie de la couche, sur la présence de pores au sein de celle-ci ou
encore sur le taux de recouvrement de la surface. Pour obtenir ces informations, il est
préférable d’utiliser d’autres méthodes telles que I’AFM (Microscopie a Force Atomique), le
SIMS depth-profiling ou la profilométrie.

E.2.2. Appareillage et mise en ceuvre

Pour les mesures effectuées dans le cadre de ce travail, c’est un ellipsométre a polariseur
tournant, basé sur la méthode MAIE, qui a été utilisé (Figure 23).
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Figure 23 : Représentation schématique de I’ellipsométre a polariseur tournant [32]

L'appareillage est composé :

e d’une source lumineuse émettant une lumiére monochromatique dans le proche
infrarouge (grace a une lampe au xénon) ;

e d’'un polariseur permettant de filtrer la composante magnétique de la lumiéere, de
maniére a ne transmettre que sa composante électrique ;

e d’un compensateur (elliptique), placé a la suite du polarisateur dans le cas de I'appareil
utilisé, dont le role est de transformer I’'onde plane en sortie du polariseur en une onde
elliptique (la figure 23 représente un cas dans lequel la compensation est réalisée
aprés réflexion, alors que dans le cas de l'appareil EP4 Model (Accurion), I'onde
frappant I’échantillon a déja une forme elliptique).

e d’un support pour placer I'échantillon a analyser ;

e d’un bras tournant se déplacant de maniére a capter le rayon lumineux réfléchi (ce qui
détermine son angle de réflexion) et qui, une fois qu’il est aligné avec celui-ci, mesure
I'amplitude de sa composante électrique.

e d’unanalyseur (photomultiplicateur) (servant de détecteur), qui transforme l'intensité
du rayon capté en un signal électrique qui est ensuite traité par un systéme
électronique informatisé.

Les mesures par ellipsométrie ont été réalisée a I'aide d’un appareil EP4 Model manufacturé

par la société Accurion. Une photographie légendée de I'appareillage est montrée a la figure
24 ci-dessous.
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Figure 24 : Photographie légendée de I'ellipsométre Accurion EP4 Model utilisé dans le cadre de ce mémoire

Le bras de gauche contient le polariseur de lumiére et le compensateur ; le bras de droite
contient un objectif caméra a grossissement variable et un analyseur.

La procédure utilisée lors des mesures est détaillée ci-dessous :

@)

Les bras articulés (qui sont couplés entre eux de maniere a garder de maniere
permanente un AOI® similaire) sont initialement orientés de facon a former chacun un
AOI de 50° par rapport au vecteur normal a la surface analysée ;

Ouverture du shutter, situé a I'extrémité basse du polariseur, ce qui permet a la
lumiére polarisée de pouvoir sortir du bras articulé. Le laser est constitué d’'une
lumiére monochromatique de longueur d’onde égale a 658 nm. ;

L’échantillon est placé de sorte a ce qu’il soit illuminé par le faisceau de lumiére
polarisée ;

Etalonnage de la lentille qui permet la focalisation de la lumiére réfléchie vers
I'analyseur ;

Réglage de la hauteur (axe Z) du porte-échantillon de maniére a maximiser le RO/’
signal ;

Alignement du laser selon les axes X et Y (axes horizontaux) de maniére a centrer le
laser sur I’échantillon.

6 AOI = Angle Of Incidence
7 ROI = Region of Interest
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o Ajustement de I'angle initial de polarisation de maniére a minimiser le signal (par
dichotomie). Une étape similaire est réalisée avec I'analyseur. Le signal est en effet
minimisé lorsque I'orientation du vecteur E est soit paralléle, soit perpendiculaire par
rapport au plan d’incidence du faisceau laser. Dans ce cas-1a, le champ électrique va
garder son orientation initiale aprés réflexion sur I’échantillon. Il faut ensuite régler
I'orientation du bras de I'analyseur de facon a ce que le faisceau réfléchi soit dans I'axe
la lentille de focalisation ;

o Ajustement des parametres de mesure : two zones, 4 iterations, P_range = 3° et
A _Range = 3°. Les deux derniéres valeurs définissent la variation d’AOI du polariseur
et de l'analyseur entre chaque itération. Dans notre cas, nous avons effectué 4
itérations par AOI, qui a été paramétré de maniére a évoluer de 50° a 80° par pas de
3°. Le nombre de points mesurés et donc égal a 44.

Les résultats (qui sont regroupés au sein d’'une matrice de données contenant les mesures de
v et de A pour chaque itération) ont été stockés dans le logiciel Accurion Data Studio et puis
ont été traités avec le logiciel Accurion EP4Model, qui a utilisé un modele mathématique
utilisant un angle de réfraction N = n+ik ayant comme parametres n = 1,456 et k=0 (n,k fix)
(données issues a partir du site internet [36]). Il s’agit d’'un modéle adapté pour des supports
en silicium d’une épaisseur de couche d’oxyde variant entre 163 et 2480 nm.

Le modéele mathématique affiche une valeur brute d’épaisseur de couche ainsi qu’'une marge
d’erreur sur la mesure qui est inhérent a cette détermination.

E.3. Caractérisation de surface par ToF-SIMS

E.3.1. Principe théorique de la mesure

La technique ToF-SIMS (Time-of-Flight Secondary lon Mass Spectrometry) est une technique
semi-quantitative d’analyse de surface qui consiste a réaliser une analyse par spectrométrie
de masse des ions (dits « secondaires ») émis lorsque la surface a analyser est bombardée par
un faisceau d’ions primaires (Figure 17). Cet aspect a déja été discuté a la section C de la partie
introductive.

Parmi les particules secondaires émises de la matiére analysée, une partie de celles-ci sont
des fragments ionisés. |l s’agit des particules qui peuvent étre séparées par I'analyseur de
masse a temps de vol (Figure 25). Chaque particule chargée peut étre caractérisée par son
rapport /,, m étant la masse de la particule (en Daltons) et z la charge de la particule. En
mode positif (Qui sera exclusivement utilisé pour nos analyses dans le cadre de ce mémoire),
ce seront les cations (z = +1) qui seront analysés et traités.

Au sein de 'analyseur a temps de vol, les ions sont initialement accélérés par une différence
de potentiel, leur procurant une énergie cinétique identique quel que soit leur nature [37]. En
effet, comme le montre I'équation 3 ci-dessous, I'énergie cinétique engendrée au sein de
I'accélérateur de particules n’a pour variable que la charge de la particule, et est donc
indépendante de la masse de celle-ci :
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E.n = %mvz =zAV (éq. 3)

avec v la vitesse des particules
AV la différence de potentiel permettant d’accélérer la particule.
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Figure 25 : Schéma de principe de I'analyseur a temps de vol, sans réflectron (gauche) et avec réflectron (droite)

A la sortie de I'accélérateur, les particules possédent toutes une énergie cinétique identique,
mais ont toutefois une masse m intrinseéque qui dicte la vitesse a laquelle les particules se
meuvent (membre central de I'équation 3). Au sein de I'analyseur TOF, dans lequel un vide
poussé regne de maniere a éviter les collisions avec des molécules en phase gazeuse et les
décharges d’ions qui en découleraient, les ions parcourent une distance fixe entre
I'accélérateur de particules et le détecteur. La mesure du temps de vol permet donc de
déterminer le rapport m/z de la particule (voir les équations 4 et 5 en considérant une distance
égale a d dans le cas d’un analyseur linéaire (sans réflectron)).

Cependant, il existe une certaine dispersion dans I'accélération des ions ayant pourtant un
rapport m/z similaire. Cela est attribuable a deux phénomeénes distincts. Premiérement, de la
topographie inhomogéne de la surface analysée découle des angles de collisions qui seront
différents selon I'endroit frappé par le faisceau primaire, ce qui engendrera des différences
d’énergie cinétique entre les particules émises. Deuxiemement, les collisions entre la particule
primaire et la matiére bombardée ne sont pas entierement élastiques, et une partie variable
de I'énergie cinétique des clusters primaires peut étre absorbée. Les ions ayant pourtant un
méme rapport m/z peuvent donc posséder des énergies cinétiques distinctes, et arriver de
maniére asynchrone au niveau du détecteur avec pour conséquence une baisse de la
résolution du spectre.

Le réflectron est un dispositif qui permet de corriger ces erreurs de dispersion [38]. Il se base
sur I'effet d’un champ électrique sur une particule chargée en mouvement (force de Lorentz)
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qui permet a la particule de rebrousser chemin une fois arrivée a I'intérieur du réflectron. Plus
la vitesse de la particule sera élevée, plus celle-ci va entrer profondément au sein du réflectron
et donc parcourir une distance plus importante. La finalité de ce dispositif est de permettre
de corriger les erreurs dans la dispersion des énergies cinétiques entre des particules
identiques, de facon a ce que les ions ayant le méme rapport m/z arrivent en méme temps au
niveau du détecteur, ce qui accroit grandement la résolution des spectres que I'on obtient.

Pour I'analyseur a temps de vol possédant un réflectron, le temps t qui est nécessaire pour
parcourir deux fois la distance d (soit un aller-retour sur le schéma ci-contre) est uniquement
dépendant de la vitesse v de I'ion a la sortie de I'accélérateur :

t=— (éq. 4)

En isolant v de I'équation 4 ci-dessus et en linjectant dans I’équation 3, nous obtenons
I’équation 5 qui relie le rapport m/z au temps de vol des ions (qui est la seule variable de cette
relation) :

m _ AVt?
z 2d2

(éq.5)

Les ions ayant des rapports m/z différents arriveront donc a un moment différent au niveau
du détecteur (une électrode), qui transforme chaque collision en un signal électrique. A
chaque fois qu’un ion positif frappe I'électrode, un électron en est retiré de maniere a

neutraliser celui-ci. Le détecteur va donc mesurer le nombre d’électrons ayant servi a
compenser la charge des ions positifs, et le relier au nombre de coups total a cet instant t.

E.3.2. Appareillage

2 Les mesures de spectrométrie de
==—  lon Mirror masse des ions secondaires ont été
réalisée a I'aide de I'appareil TOF.SIMS®

\\ de la firme ION TOF.
lon Gun \ La figure 26, reprise de la brochure
\ \ technique de I'appareil [39], montre
Pulsing Detector les différents éléments le composant :
System - Transport une source d’ions (dans notre cas, il
Focusing \\ Optics s’agira de sources de cluster de
Optics ‘ bismuth ou d’argon qui sont créés a
RaSter Extractor I'aide d’une source de type LMIG® ou
Sample _ GCIB? et d’'un systéme générant des

impulsions  électriques permettant
I’émission des ions primaires ; une

Figure 26 : Schéma de I'appareillage TOF.SIMS> (ION TOF) lentille permettant de focaliser le

8 LMIG = Liquid Metal lon Gun, qui est utilisé dans ce mémoire pour émettre des clusters d’analyse Bis* ou le
faisceau de transfert Bix* (voir infra)
9 GCIB = Gas Cluster lon Beam, qui est utilisé pour générer les agrégats d’argon Arsso* et Arsgoo*
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faisceau ; un raster permettant de positionner la zone d’analyse ; I’échantillon a analyser,
monté sur un porte-échantillon de type backmount ; un analyseur ToF.

Le porte-échantillon de type backmount
(figure 27) est un dispositif en acier
comprenant une série de cavités dont les
fonds dont percés a I'aide d’une ouverture.
Pour chacune de ces cavités, un échantillon
différent peut-étre placé de sorte a ce que la
face a analyser puisse étre visible au travers
de ces fenétres. Les échantillons sont bloqués
dans leurs cavités a I'aide de cales en acier et
de systémes de double-plaques en acier fixés
chacun a l'aide de vis. Les éventuelles
poussieres a la surface des échantillons sont
retirées a I'aide d’un flux d’air avant que le
porte-échantillons soit placé dans 'appareil.

~ &

Figure 27 : Porte-échantillon de type "backmount" Comme évoqué précédemment, I'ensemble

est confiné de maniére hermétique de
maniére 3 travailler dans des conditions de vide poussé (de I'ordre de 2.10° bar dans notre
cas).

E.3.3. Analyse spectrale ponctuelle

Dans le cas d’'une analyse spectrale ponctuelle, I'acquisition des données est réalisée sur une
petite portion de I'échantillon (que I'on appelle raster). En mode statique, cette région est
balayée par le faisceau de clusters primaire, et les particules secondaires émises sont
directement traitées par I'analyseur a temps de vol.

Le faisceau primaire est caractérisé par sa densité de dose, qui correspond au nombre de
charges provenant des clusters bombardés sur une surface de 1 cm? durant toute I'analyse
(son unité est exprimée en C/mm?). Au sein d’un raster, le faisceau primaire va bombarder
des portions aléatoires, correspondant a ce qu’on appellera ultérieurement des pixels, durant
une période tres courte, qui est quant a elle appelée cycle time. En mode d’analyse random,
qui a été utilisée pour la caractérisation de nos échantillons, I'ordre des pixels qui sont
bombardés au sein d’'un méme raster durant une analyse spectrale est aléatoire.

L’analyse des ions secondaires fourni un ensemble de résultats (appelé « spectre ») montrant
I’'abondance de chaque ion émis. A chaque pic va correspondre un ion de nature précise - pour
autant que la résolution du spectre soit suffisante - et a chaque ion va pouvoir étre associée
une information (semi-)quantitative. Dans notre cas, il s’agira des ions issus de la
fragmentation des différents acides aminés ainsi que ceux issus du wafer de silicium (se
référer au tableau VI de I’Annexe | pour de plus amples informations).
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Mise en ceuvre

Les échantillons de couches minces de protéines obtenues par spin-coating ont été montés
sur un porte-échantillon de type backmount afin d’étre analysés en SIMS, en utilisant les
différents faisceaux d’analyse dont la nature et les parameétres associés sont présentés dans
le Tableau Il ci-dessous.

Tableau II: Présentation des différents types de faisceau pour I'analyse des échantillons spin-coatés et paramétres d'analyse

Type de faisceau (et Energie des Cycle Taille du raster | Temps d’analyse
source d’ion) agrégats time
Bis* (LMIG en mode 30 keV 100 pus | 500 x 500 um | 60's
HCB) (6 keV/atome)
Ar3o00* (GCIB — 30 bars) | 10 keV 400 us | 500x 500 um | 120s
(3,3 eV/atome)
Ars3o" (GCIB - 15 bars) | 20 keV 100 pus | 500 x 500 pm | 300's
(60,6 eV/atome)

Pour les échantillons spin-coatés, les mesures ont été effectuées sur des rasters présentant
une certaine homogénéité de surface, que I'on peut vérifier grace a la caméra permettant de
positionner le raster d’analyse. Chaque échantillon a été analysé en mode positif sur 3 rasters
différents (des mesures supplémentaires ont été réalisées le cas échéant dans le cas ou les
résultats obtenus avec les 3 premiéres mesures montraient des divergences entre-elles trop
importantes). Une mesure par échantillon a également été effectuée en mode négatif, mais
ces données n‘ont pas été exploitées dans le cadre de ce mémoire. En effet, les ions chargés
négativement et attribuables a la fragmentation des acides aminés sont trés peu nombreux.

Pour effectuer ces mesures, les conditions d’analyse ne nous ont pas permis d’observer les
pics associés a des ions dont la masse excéde 200 u.m.a, et en particulier I'ion moléculaire du
lysozyme, dont la masse est de 14,3 kDa. Nous focaliserons donc nos résultats uniquement
sur base des pics situés dans lI'intervalle [0-200] Daltons.

E.3.4. Acquisition des données par imagerie SIMS (SIMS imaging ou SIMS scanning)

L'imagerie SIMS consiste a scanner I'ensemble de la surface d’un échantillon par obtention
d’analyses ponctuelles successives sur des portions adjacentes de surface, de maniere a
obtenir une image composée d’un ensemble de spectres propres a chacun des pixels qui la
compose [40]. Le raster est d’abord positionné sur le coin supérieur gauche de I'échantillon
gue I'on souhaite scanner (par rapport a I'image que I’'on observe sur I'écran de contréle) et
le faisceau d’analyse réalise des mesures de maniére aléatoire sur I'entiéreté du raster, lequel
est typiquement divisé en 256 x 256 pixels. Toutes les 100 ps (c’est-a-dire la valeur paramétrée
du cycle time utilisée), le faisceau d’analyse va extraire les ions secondaires sur un pixel choisi
aléatoirement au sein du raster et y associer un spectre montrant la composition de la couche
de matiére au niveau de celui-ci. Lorsque le nombre de pixels analysés est égal a (256 x 256 x
le nombre de frames) que I'on a défini dans les paramétres de I'analyse, I'acquisition des

10 HCB = High Current Bunched
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données est interrompue, et le porte-échantillon se déplace vis-a-vis de I'ion gun de maniére
a se positionner sur un raster adjacent, et I'opération est reproduite.

En se déplacant ainsi de raster en raster, 'analyse va étre effectuée sur I'entiereté de
I’échantillon. Le nombre de scans représente le nombre de fois que les mesures vont étre
effectuées sur I’ensemble du support.

Dans le cadre de ce mémoire, nous n’allons nous
intéresser qu’a la portion du collecteur qui est située
directement dans l'axe du faisceau ayant permis
d’effectuer le transfert. Pour parvenir a cette fin, des ROl’s
(Regions Of Interest) d’une taille de 500 x 500 um? ont été
sélectionnés manuellement sur les imageries SIMS
obtenues (il s’agit des rasters contenus dans le cadre
dessiné sur lI'image de la figure 29 ci-contre), et les
spectres que nous allons traiter ont été directement
extraits de ces régions d’intéréts.

Chaque collecteur a été scanné a I'aide des 3 faisceaux
d’analyse susmentionnés (Tableau Il), ce qui représente
donc un total de 9 imageries SIMS. L'analyse a couvert
I'ensemble de la surface du collecteur, soit une surface de
10x13 mm?. Cependant, comme nous le verrons plus tard,
Figure 29 : Extraction des spectres issus  S€Uls les résultats obtenus avec le faisceau de bismuth ont
d'une  imagerie  SIMS  par la été interprétés (voir section 1.2). Les parametres utilisés
construction de Rasters On Image pour I'analyse des collecteurs sont présentés dans le
(ROI’s) tableau Il ci-dessous.

Tableau Il : Paramétres utilisés lors de I'analyse des collecteurs apreés transfert pour chaque faisceau d'analyse

Faisceau | Energie des Nombre de Taille de la zone Nombre Cycle time
d’analyse agrégats frames analysée (mm x de scans (us)
(keV) mm)
Bis* 30 4 10x 13 1 100
Arszo* 20 10 10x13 1 100
Arsoo0* 10 6 10x 13 1 100

Acquisition des données spectrales

L’extraction des spectres et I'exploitation des données obtenues ont été réalisées a I'aide du
logiciel Measurement Explorer, développé par le fabriquant de I'appareil (/ON TOF). Avant
extraction des données, ce logiciel nécessite une calibration de masse sur les spectres afin
d’éviter les déviations de masse qui fausseraient les résultats, qui sont exprimés en termes
d’aire sous la courbe du spectre entre les bornes délimitant chaque signal en termes de
rapports m/z.

Pour le faisceau de bismuth, les pics utilisés pour la calibration sont les suivants : CH3* (m/z =
15), CoHs* (m/z = 29), C3Hs* (m/z = 41) et C4H;* (m/z = 55). Pour les faisceaux d’argon, la
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calibration a été effectuée sur les pics suivants : NHs* (m/z = 18), CHsN* (m/z = 30) et C4HgN*
(m/z =70).

E.3.5. Principes et application de "analyse multivariée (PCA)

L'analyse par SIMS d’échantillons va générer une quantité trés importante de données qu'il
faut pouvoir traiter en vue d’obtenir les informations les plus représentatives de la variabilité
entre les différents spectres obtenus. La PCA (Principal Components Analysis) est une
méthode d’analyse multivariée qui consiste a établir des corrélations entre plusieurs variables
de maniére a pouvoir assimiler chaque « groupement » de x variables a une nouvelle variable
unique (qui est une combinaison linéaire des x variables associées). [40]

En termes plus mathématiques, les données récoltées lors de I'analyse des échantillons de
référence peuvent étre regroupées en une matrice a C x n x p dimensions, C étant la
concentration de la solution protéique ayant servi a fabriquer la couche mince, n étant le
nombre de rasters analysés sur un méme échantillon (ou le nombre de rasters analysés sur
un ensemble d’échantillons préparés de maniéere identique), et p étant un vecteur contenant
les intensités de I'ensemble des pics qui ont été sélectionnés. Dans le cas des imageries SIMS
réalisées sur les collecteurs, la matrice aura une dimension n x m x p, (n x m représentant le
nombre de pixels composant I'image et p le vecteur contenant les intensités de chacun des
pics sélectionnés pour chaque pixel).

A partir de cette matrice, la PCA va approximer une nouvelle matrice de données a q variables
contenant la plupart des informations contenues dans la matrice de données originelle. D’un
point de vue pratique, la PCA est opérée selon le protocole expliqué ci-dessous.

Soit X la matrice a analyser :

e Normalisation des données : Plusieurs stratégies sont envisageables (par rapport au
signal total du spectre, par rapport au signal du pic le plus intense, etc.) mais celle
choisie dans notre cas est une une division de l'intensité des spectres obtenus par la
somme des pics issus de la fragmentation des acides aminés. Cette normalisation a été
choisie de maniére a s’affranchir de la présence d’éventuels contaminants, mais aussi
de pouvoir obtenir des informations concernant la conformation des protéines ou
d’éventuels phénomeénes d’interaction entre celles-ci. On obtient donc une matrice
Xnorm contenant I’ensemble des données normalisées.

e Centrage des données (mean center method) : on retire a chaque valeur de Xnorm (Xnorm)

mo \ . . . . P
la valeur moyenne x,., de facon a obtenir une distribution centrée autour de 0:
c  — moy .
anTm - anT‘m - anTTn ’

e Standardisation des données : x5 ,.m = X50rm/S, S étant la déviation standard sur la
série de données Xnorm. ON crée une nouvelle matrice Xnorm contenant I’ensemble des
valeurs centrées et standardisées.

e Calcul de la matrice X%y, * Xp0rm, Xiormétant la matrice transposée de Xnorm ;
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e Calcul d’un vecteur propre de la matrice X1, * X,0rm, ' €st-a-dire un vecteur p tel
qu’il existe une valeur (« propre ») Aptel que: XTI . % X, o * pj = Ap* Dj;

e Chaque vecteur propre p; définit une nouvelle variable t; = Z{F:l Djk * Xk
appelée composante principale ou loading et étant une combinaison linéaire des
vecteurs Xiorm * Xnorm * D 5

e Pour chaque loading, on peut enfin calculer un vecteur de projection (score) des
données de la matrice Xnorm Sur ces nouvelles composantes t;

Les scores obtenus qui seront les plus proches de la valeur 1 désigneront les composantes
principales (c’est-a-dire, celles qui expliqueront la plus grande partie de la variabilité entre les
différents spectres). Un graphe des loadings permettra, quant a lui de trouver des liens de
corrélation entre diverses composantes principales.

L'analyse multivariée des spectres a été réalisée par le programme SpectraGui du logiciel

NESAC/BIO Toolbox qui a été fourni par Dan Graham (Université de Washington, USA). Ce
programme utilise 'environnement MATLAB 2011b, développé par MathWorks.

F. Transfert moléculaire au moyen de faisceaux de clusters ionisés

F.1. Préparation des cibles et des collecteurs

Une cible sert, pour rappel, de support a la matiere que I'on souhaite transférer. Il s’agit d’'un
wafer de silicium sur lequel est déposée une couche trés épaisse de lysozyme. Elle est
préparée selon le protocole suivant : une goutte de 50 pl d’une solution protéique saturée (20
mg/ml) est déposée sur un wafer de dimension 0,3 x 1 cm (nettoyé au moyen d’une solution
Piranha et d’un traitement UV-ozone), puis est séchée a I'air ambiant. L'objectif est ici
d’obtenir une couche de matiére la plus épaisse possible pour optimiser le transfert
moléculaire.

La matiere transférée depuis la cible va étre déposée sur un collecteur. Ce collecteur un wafer

de silicium d’une taille approximative de 1,4 x 1,4 cm, ayant été nettoyé selon le protocole
décrit auparavant (section D.1 et D.2).

F.2. Mise en ceuvre du transfert moléculaire

Le transfert moléculaire a été réalisé a I'aide du porte-échantillon topmount, schématisé a la
Figure 29 ci-dessous. Il s’agit d’un porte-échantillon en acier, sur lequel le collecteur et la cible
ont été collés a I'aide d’un auto-collant double-face. Le collecteur est disposé horizontalement
sur le porte-échantillon tandis que la cible est située sur un plan incliné, comme montré
auparavant a la figure 18.
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Target

Collector

Figure 29 : Schéma illustrant le montage utilisé pour le transfert de lysozyme a l'aide du porte-échaht/://on
"topmount”

Le faisceau d’ions primaires, servant a transférer les biomolécules depuis la cible vers le
collecteur, forme un angle de 45° avec I’horizontale. Plusieurs faisceaux de clusters ionisés, se
distinguant par des propriétés énergétiques (tableau IV, page suivante) ont été testés pour
effectuer le transfert de lysozyme.

Le premier transfert qui a été effectué durant ce mémaoire flt celui réalisé avec Arzooe* (10 keV)
en tant que faisceau primaire. Le transfert s’est réalisé pendant une durée totale de 16h.

Le second transfert a été réalisé a I'aide d’un faisceau d’agrégats de bismuth, qui, pour des
raisons techniques, n’était pas composé uniquement d’ions Bis*, mais d’'un mélange de Bi;*
(environ 70% en nombre), de Bis* et de Bis*. Un faisceau d’ions homogéne de Bis* est
techniquement possible a obtenir (il s’agit de I'un des faisceaux d’analyse que nous avons
utilisés), mais nous aurions obtenu une intensité trés faible (et par voie de conséquence, une
densité de dose tres faible) pour ce faisceau d’ions primaires, ce qui aurait augmenté
considérablement le temps nécessaire au transfert de protéines.

Le troisiéme transfert a été réalisé a I'aide d’un faisceau d’agrégats Arsso* (20 keV). Dans le
tableau Ill, nous observons que la densité de dose qui a été bombardée sur la cible est bien
inférieure a celle utilisée pour le transfert avec les deux autres types de faisceau. Une nouvelle
fois, cela est d( a la faible valeur d’intensité que I'on a pu obtenir pour ce faisceau (il n’était
techniquement pas possible d’en obtenir une plus intensité plus élevée). Si nous avions voulu
que les valeurs soient similaires, il aurait fallu augmenter le temps de transfert jusqu’a environ
48 heures, ce qui n’a pas été fait pour des raisons de temps d’occupation de I'appareillage,
également utilisé par d’autres personnes. Nous avons donc simplement laissé s’effectuer le
transfert pendant une nuit.
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Tableau 1V : Faisceaux d'agrégats d’ions et paramétres utilisés pour le transfert de biomolécules

15 bars)

Faisceaude | Energie | Energie par | Intensitédu | Temps | Tailledu | Densité
transfert ! des atome faisceau de raster de dose
agrégats | (eV/atome) | primaire (nA) | transfert | (mm?2) | (C/mm?)!2
(keV)
Arsooo” (GCIB 10 3,333 1,75 16 h 0,49 2,06.10*
— 30 bars)
Bix" (x=1;3;5;..) 30 Quelques 33,00 26 min 0,25 2,06.10*
keV
Ars3o* (GCIB — 20 60,606 0,58 15h 30 0,49 6,60.10°

11 voir remarques a la suite de ce tableau
12 La densité de dose est le nombre de coulomb (d a la charge des clusters d’ions primaires) qui a bombardé la

cible pour effectuer le transfert. Il se calcule via la relation : Densité de dose =

Intensité x temps %
7

taille du raster
étant exprimée en ampeéres (ou C/s), le temps en secondes et Ia taille du raster en mm?
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Partie Ill : Résultats et discussion

Tout au long de la partie Il de ce mémoire, différentes techniques ont été présentées dans le
but de caractériser des dépbts de protéines sur différents échantillons que I'on a nommés
« de référence », mais également la méthode que nous voulons investiguer de facon a obtenir
des couches minces de protéines.

Nous allons aborder dans cette partie les mesures et les résultats obtenus lors de I'application
de ces techniques a des échantillons de référence. En premier lieu, I'influence du nettoyage
des wafers va étre discutée. Nous avons vu que ce nettoyage est un facteur qui va déterminer
la quantité, mais aussi la maniére avec laquelle les protéines vont étre déposées sur le
support. Pour ce faire, des mesures d’hydrophilicité par mesure de I'angle de contact entre
une goutte d’eau et des wafers nus préparés selon divers protocoles ont été réalisées. De
méme, I"épaisseur de couches protéiques sur des wafers ayant été nettoyés selon ces mémes
méthodes a été mesurée par ellipsométrie, de maniére a pouvoir comparer la quantité de
lysozyme pouvant étre déposée a la surface de ces supports.

La méthode la plus adéquate de nettoyage des wafers a ensuite été systématiquement utilisée
pour I'obtention de couches minces de protéines, que ce soit pour I'élaboration des
échantillons de référence ou pour 'obtention de couches minces de lysozyme par la méthode
de transfert expliquée aux sections C et F. Dans un premier temps, des mesures par
ellipsométrie ont été réalisées sur les échantillons de référence de maniére a obtenir des
informations sur la relation liant la concentration de la solution protéique déposée a la surface
des wafers par spin-coating et I'épaisseur de la couche obtenue. En second lieu, ces
différentes couches ont été caractérisées par ToF-SIMS de maniere a obtenir des
informations, grace a l'utilisation de la PCA sur les spectres obtenus, qui seront ensuite
utilisées pour évaluer le dépot protéique obtenu sur les collecteurs. Différents faisceaux ont
été utilisés a cette fin, mais nous verrons que seul I'un d’entre eux permet une séparation
efficace d’une partie des échantillons de référence sur base des scores calculés par I'analyse
en composantes principales.

Par la suite, des mesures spectrales ont été réalisées par imagerie SIMS sur des couches
protéiques obtenues sur des collecteurs par transfert en phase gazeuse au moyen de trois
faisceaux d’agrégats ionisés de différentes natures. Une analyse multivariée comparative
entre les échantillons de référence et ceux obtenus sur des portions de collecteurs (ROI =
Regions Of Interest) sera présentée de manieére a discuter de 'adéquation de chacun des trois
faisceaux de transfert.

Mémoire de fin d’études — A. Bertrand — Promu par A. Delcorte et C. Dupont

-41 -



G. Influence du traitement de nettoyage appliqué sur les wafers de silicium

G.1. Mesure de I'angle de contact

Des études préliminaires ont été réalisées sur des wafers de silicium de maniére a évaluer la
nécessité d’appliquer un traitement particulier sur ceux-ci, et d’'un point de vue plus
pragmatique de déterminer s’il est envisageable de s’affranchir du traitement au Piranha,
dont la dangerosité a été évoquée précédemment.

Tableau V : Traitements appliqués aux wafers de silicium pour les tests de mesure d'hydrophilicité

Traitement Piranha Ringage a l'isopropanol UV-Ozone
Traitement 1 NON Ooul NON
Traitement 2 NON Ooul Ooul
Traitement 3 Oul Ooul NON
Traitement 4 Oul Ooul Ooul

Pour ce faire, entre 3 et 4 mesures d’angle de contact ont été réalisées sur chacun des wafers
traités selon le protocole repris dans le Tableau V. Les résultats de ces tests sont quant a eux
repris dans la figure 30 ci-dessous.
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Contact angle (°)
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1 2 3 4

Traitement appliqué

Figure 30 : Mesure de I'angle de contact effectuée sur des wafers de silicium nettoyés au moyen de différent(e)s
(combinaisons de) traitement(s).

Alors que I'angle de contact est d’environ 65° pour le wafer traité uniquement a l'isopropanol
(traitement 1), les trois autres combinaisons de traitements conduisent a un angle de contact
situé aux alentours de 25-30°. Au vu de ces informations tirées de cette figure 30, nous
pouvons simplement confirmer la nécessité d’appliquer un traitement nettoyant sur les
wafers, qu’il s’agisse de la méthode 2, 3 ou 4. En effet, I'hydrophilicité du wafer est déja
fortement améliorée lorsque I'on utilise soit le mélange Piranha, soit I’'UV-ozone, soit les deux
en addition d’un rincage a l'isopropanol.
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Il semble cependant difficile de choisir parmiles méthodes 2 a 4 laquelle est la plus adéquate.
A ce stade-ci, nous pourrions étre tenté de nous affranchir du nettoyage au Piranha.
Cependant, il est difficile de tirer des enseignements sans avoir testé au préalable ces
méthodes de nettoyage lorsque ces wafers sont mis en présence de protéines.

G.2. Evaluation de la qualité de nettoyage des wafers de silicium par ellipsométrie

Dans le but d’évaluer la nécessité d’appliquer les différents traitements repris dans le tableau
V (page précédente), des mesures par ellipsométrie ont été effectuées sur des wafers a la
surface desquels aucune solution protéique n’a été déposée, ainsi que sur des wafers sur
lesquels a été déposée par spin-coating une solution de lysozyme concentrée a 5 mg/ml (ces
résultats sont montrés dans la figure 31, page suivante). Le spin-coating a été effectué en
utilisant les parameétres suivants : 1’30” a 3000 rpm.

Pour les échantillons obtenus aprés nettoyage et en absence de protéine, I'épaisseur
rapportée tient compte de la couche d’oxyde de silicium combinée a la présence de
contaminants organiques a la surface du wafer. Nous remarquons que les couches les plus
fines, qui sont donc a priori celles des wafers les mieux nettoyés, sont obtenues lorsque le
traitement Piranha est appliqué (traitements 3 et 4). Il est toutefois difficile de conclure quant
au résultat obtenu pour le traitement 2, c’est-a-dire pour un wafer ayant été traité
uniquement par UV-ozone en plus du rincage a 'isopropanol, étant donné I’erreur importante
lie a cette mesure.

Apres le dépot par spin-coating d’une couche de protéine sur des wafers nettoyés, I'épaisseur
totale mesurée représente la somme des épaisseurs de la couche d’oxyde (en plus des
éventuels reliquats de contaminants) et de celle formée par les protéines. Nous observons
une nette influence du traitement UV-ozone sur la valeur qui est mesurée. En effet, toujours
selon la figure 31, nous remarquons que les couches les plus épaisses sont systématiquement
obtenues lorsque le traitement UV-ozone est utilisé.

L'application d’un traitement UV-ozone permet donc I'obtention de couches plus épaisses de
protéine, alors méme que les mesures d’hydrophobicité de surface ne montraient pas de
différence notable distinguant les wafers ayant été nettoyés selon les traitements 2 a 4.
Notons également que le traitement UV-ozone ne semble pas étre source de contamination
additionnelle une fois que le lavage au Piranha a été effectué: en effet, il n’y a pas de
différence significative pour les épaisseurs de couche d’oxyde entre les traitements 3 et 4 qui
différent entre eux par I'application (ou non) d’un traitement a 'UV-ozone.

Le protocole de nettoyage qui semble donc étre le plus indiqué pour préparer les échantillons
de référence combine un nettoyage a I'aide d’une solution Piranha, qui permet une meilleure
élimination des contaminants de surface, et un traitement a I'UV-ozone qui permet
I’obtention de couches plus épaisses de protéine.
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Figure 31 : Présentation des résultats obtenus en ellipsométrie pour des wafers nettoyés selon différents
protocoles, avec lysozyme et sans lysozyme. Les barres d’erreurs représentent celles calculées par le modéle
informatique utilisé et ne prennent pas en compte les éventuelles erreurs expérimentales liées a la préparation
des échantillons.

H. Caractérisation d’échantillons de référence

H.1. Mesure de I'épaisseur de couches protéiques par ellipsométrie

14

12

10 R? = 0,9946

Epaisseur mesurée de la couche (nm)
@

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Concentration de la solution de lysozyme spin-coatée (mg/ml)

Figure 32 : Evolution de I'épaisseur mesurée par ellipsométrie de la couche formée par les oxydes de silicium et
par les protéines pour des échantillons préparés par spin-coating de solutions de lysozyme de concentration
croissante (45’, 4000 rpm)

De nouvelles mesures par ellipsométrie ont été réalisées dans le but de vérifier les épaisseurs
de couches qui sont formées lorsqu’on crée des dépo6ts de protéines par spin-coating en
utilisant des solutions de concentration croissante. Les wafers sur lesquels ont été obtenues

Mémoire de fin d’études — A. Bertrand — Promu par A. Delcorte et C. Dupont



ces couches ont tous été traités au moyen d’une solution Piranha et d’un traitement UV-
ozone. Les résultats des mesures sont représentés dans la figure 32 ci-dessus.

Pour la gamme de concentration protéique testée, une relation de proportionnalité est
observée entre la concentration de protéine déposée sur le wafer et |'épaisseur de la couche
de matiere obtenue. Si I'on retranche I'épaisseur de la couche d’oxyde (environ 2 nm), une
couche de 11 nm est obtenue lorsque I'on utilise une solution de 8 mg/ml, ce qui représente
approximativement I'épaisseur qu’on peut obtenir en superposant 3 monocouches. Notons
que le résultat obtenu pour le traitement 4 (figure 31) ne peut étre lié avec ceux présentés a
la figure 32 en raison des parametres différents utilisés pour le spin-coating (1’30 a 3000 rpm
dans le premier cas, 45" a 4000 rpm dans le second).

Nous retrouvons donc ici un lien de proportionnalité entre la concentration de la solution
protéique spin-coatée et I'épaisseur de couche obtenue, ce qui avait déja été évoqué de
maniére théorique lors de la section B.3.1. [17]. Au moyen de cette technique, il est donc en
pratique possible d’obtenir des couches de lysozyme ayant une épaisseur controlée, en
utilisant une solution de concentration adéquate et/ou en modifiant les parameétres utilisés
lors du spin-coating.

H.2. Analyse spectrale des échantillons par ToF-SIMS

Des analyses spectrales ont été effectuées, dans un premier temps, sur des échantillons de
référence constitués de couches minces de lysozyme, lesquels ont été obtenus par spin-
coating de solutions protéiques dont la concentration s’étale entre 0 et 8 mg/ml (soit entre 0
et 11 nm d’épaisseur). Pour ce faire, 3 types de faisceaux de clusters ionisés, ayant des
propriétés énergétiques distinctes, ont été testés (se référer au tableau I, section E.3.3, pour
la consultation des parametres d’utilisation de chacun de ces faisceaux).

Pour chacune de ces natures différentes de faisceau d’analyse, une analyse en composantes
principales des résultats a été réalisée. Nous allons en présenter les résultats dans cette
section.

H.2.1. Analyse multivariée des spectres issus de I’analyse ToF-SIMS des échantillons
obtenus par spin-coating grdce au faisceau d’agréqats de Bis* 30 keV (30 keV)

Dans un premier temps, nous allons focaliser notre analyse sur les résultats obtenus lorsque
I’on analyse les échantillons de référence a I'aide d’un faisceau de Bis* (30 keV) composés
d’atomes ayant une haute énergie cinétique. Les faisceaux d’argon feront I'objet d’une section
a part entiére a la suite de celle-ci (voir section H.2.2).

Si I'on s’intéresse dans un premier temps a I'évolution de la somme des intensités des ions
secondaires issus de la fragmentation des acides aminés (Figure 33), nous remarquons une
augmentation réguliere du signal pour des concentrations en Lysozyme s’échelonnant de 0 a
2 mg/ml. Pour des concentrations plus élevées, I'augmentation du signal devient trés faible et
semble atteindre un plateau vers 5 mg/ml. Nous pouvons interpréter ce constat par le fait
gu’a partir d’'une certaine épaisseur de couche, le substrat ne contribue plus au signal, et donc
gue I"épaisseur de la couche n’a plus d’influence sur le signal obtenu. Les résultats obtenus
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par I'ellipsométrie montrent en effet qu’a 4 mg/ml, la couche de protéines est épaisse
d’environ 5 nm, ce qui est comparable a la profondeur du cratére provoqué par l'interaction
entre un agrégat de Bis* et une couche de matiére [24]. Nous observons également une bonne
reproductibilité des mesures pour les échantillons préparés avec des solutions de basse
concentration.
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Figure 33 : Evolution de l'intensité totale des pics attribuables a la fragmentation des acides aminés obtenus par
I'analyse des échantillons de références au moyen du faisceau de Bis*
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Figure 34 : Evolution de la somme des pics attribuables au support de silicium obtenus par I'analyse des
échantillons de références au moyen du faisceau de Bis*

La quantité de lysozyme déposée sur le wafer peut également étre mise en relation avec les
signaux provenant du silicium constituant le support. La figre 34 montre I'évolution de la
somme des signaux (Si* + SiOH*) (normalisée par l'intensité totale des spectres) issus de
I'interaction du faisceau d’analyse avec le wafer de silicium en fonction de la concentration de
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la solution protéique utilisée pour le spin-coating. Cette somme diminue fortement entre 0 et
3 mg/ml, puis reste a des valeurs faibles pour les concentrations plus élevées.

Les figures 33 et 34 nous permettent de constater que les signaux provenant de la
fragmentation des protéines et ceux issus du wafer sont liés entre eux de maniére
inversement proportionnelle : plus la quantité de lysozyme déposée a la surface du wafer est
élevée, plus le signal provenant des protéines I'est également et, a contrario, plus les signaux
issus du silicium sont faibles. Cela étant, ces résultats ne nous donnent qu’un moyen de
comparaison entre les échantillons d’un point de vue quantitatif. lls ne permettent pas, par
exemple, de donner des indications sur la conformation des protéines déposées ou
éventuellement sur des phénomeénes d’interaction entre les protéines. Pour tenter de
répondre a ces interrogations, les différents spectres de références ont été comparés entre
eux par PCA.

La figure 35 ci-dessous montre les différents scores associés a chaque spectre mesuré. Ces
scores permettent de séparer entre eux les échantillons de référence selon deux composantes
principales (PC) qui, une fois associées, permettent d’expliquer pres de 92% de la variabilité
entre les différents résultats. Le graphe des loadings associé est également montré a la figure
36 et permet la mise en évidence des principales contributions qui composent les deux PC's.

Concernant le graphe des scores tout d’abord, nous observons que PC1 semble permettre la
séparation des échantillons de référence sur lesquels aucune protéine n’a été déposée (scores
nettement négatifs pour PC1) de ceux sur lesquels du lysozyme a été déposé (scores proches
de zéro ou positifs selon PC1. Les ellipses montrent I'intervalle de confiance (95%) associés
aux scores provenant d’un méme échantillon (ou combinaison d’échantillons préparés de
facon identique). Pour des échantillons préparés avec des solutions protéiques plus élevées,
nous observons une variation importante selon PC1 sans doute due au fait que la matiére ne
puisse pas former une couche protéique d’épaisseur homogene, mais également selon PC2.

La variation selon PC2 apparaissant uniquement au-dela d’une épaisseur de couche
supérieure a environ 5 nm pourrait étre due au fait que les contaminations présentes sur le
substrat, qui sont visibles lors de 'analyse des échantillons les moins épais, ne sont plus
visibles au-dela d’une épaisseur de couche supérieure a la profondeur du cratére provoqué
par les ions primaires, qui est également de I'ordre de 5 nm. Nous observons grace a la figure
36 que les pics C7H;* et C;H30* sont inversement corrélés selon PC2. L'interprétation que I'on
peut donner pour ceux-ci est qu’ils aient pour origine probable pour origine une
contamination du wafer par des substances étrangéres, qui ne sont pas des protéines (si
c’était le cas, nous aurions obtenu une valeur pour PC2 élevée également pour le pic C4HsN*).
Ces contaminants peuvent étre par exemple des résidus d’acide gras ou d’autres
contaminants organiques qui n’auraient pas été retiré lors du nettoyage du wafer.
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Figure 35 : Graphe des scores obtenus pour l'analyse spectrale a I’aide d’un faisceau de clusters Bis* d'échantillons
préparés par spin-coatin) cristallin de solutions de Lysozyme de différentes concentrations sur des wafers de
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Figure 36 : Graphe des loadings obtenus pour l'analyse spectrale a I'aide d’un faisceau de clusters Bis*
d'échantillons préparés par adsorption forcée (spin-coating) sur des wafers de silicium cristallin de solutions de
Lysozyme de différentes concentrations
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H.2.2. Analyse multivariée des spectres issu de ['analyse ToF-SIMS des échantillons

obtenus par spin-coating grdce aux faisceaux d’agrégats d’Arsso* 20 keV et d’Arsooo*
10 keV

De maniére a pouvoir évaluer l'influence de I'énergie cinétique des espéces composant le
faisceau sur les spectres obtenus a partir des échantillons de référence, une expérience
analogue a celle présentée a la section précédente a été réalisée en utilisant comme faisceau
d’analyse des agrégats d’Arszp" 20 keV et des agrégats d’Arspoo* 10 keV. Pour rappel, ces
faisceaux de clusters d’Argon se distinguent de celui du Bis* par une énergie cinétique par
atome bien inférieure, ce qui nous a fait pressentir que les interactions de ces faisceaux avec
la matiere ne seront pas similaires dans les différents cas.

La figure 37 montre les scores obtenus pour I'analyse par PCA des spectres obtenus pour les
échantillons de référence a I'aide du faisceau d’Arsso*. Les conclusions que I'on peut en tirer
sont maigres, étant donné que I'on obtient une premiére composante principale qui ne
parvient qu’a séparer les spectres obtenus sur la référence « 0 mg/ml » de ceux des autres
échantillons (sur lesquels du lysozyme a été déposé).

De plus, il y a une importante variabilité des spectres concernant I’échantillon « 0 mg/ml »
selon PC2, ce qui peut laisser sous-entendre par exemple que la présence de contaminants a
la surface du support peut mener a un manque important de reproductibilité des résultats.
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Figure 37 : Graphe des scores obtenus pour l'analyse spectrale a I'aide d’un faisceau de clusters Arsso*

d'échantillons préparés par adsorption forcée (spin-coating) sur des wafers de silicium cristallin de solutions de
Lysozyme de différentes concentrations

Les mémes conclusions peuvent vraisemblablement étre appliquées pour le faisceau d’Arzgoo*
au vu du graphe des scores montré a la figure 38, dans lequel les scores sont représentés
uniquement selon PC1 qui explique a elle seule 98% de la variabilité entre les échantillons de
référence. Nous observons également sur ce graphique une importante variabilité des
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spectres mesurés sur I'échantillon de référence étiqueté « 0 mg/ml » et une trés faible
séparation selon PC1 des échantillons sur lesquels une solution protéique a été spin-coatée.
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Figure 38 : Graphe des scores obtenus pour l'analyse spectrale a I'aide d’un faisceau de clusters Arspoo*
d'échantillons préparés par adsorption forcée (spin-coating) sur des wafers de silicium de solutions de Lysozyme
de différentes concentrations

H.2.3. Conclusions sur I'adéquation de chacun des faisceaux d’analyse

Sur base de ce qui a été vu ci-dessus, |'utilisation d’un faisceau d’agrégats d’argon ne semble
pas permettre d’obtenir des informations complémentaires a celles obtenues grace au
faisceau de bismuth. Leur énergie cinétique atomique étant plus faible que ceux du faisceau
de bismuth, il parait logique que la saturation du signal obtenu en SIMS soit atteinte pour des
épaisseur de couche plus faible. De plus, un faisceau d’agrégats d’argon semble posséder une
sensibilité plus élevée a la présence de contaminants.

Dans la suite du développement de ce mémoire, qui concerne cette fois-ci I'analyse spectrale
des dépots de protéines obtenus par transfert en phase gazeuse de protéines (section I), nous
ne présenterons que les résultats obtenus suite a I'utilisation du faisceau d’analyse Bis* en
raison d’une sensibilité plus élevée, d’'un temps d’analyse réduit et d’'une meilleure habilité a
séparer des échantillons selon les concentrations avec lesquelles ils ont été élaborés.
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|. Comparaisons entre les résultats obtenus par analyse au moyen du faisceau de Bis*
issus du transfert moléculaire au moyen des 3 différents types de faisceau

Nous avons vu lors de la section E.2 que I'ellipsométrie n’est pas une technique pouvant étre
utilisée pour caractériser la couche de protéine obtenue sur les collecteurs en raison du fait
gu’elle ne fournit qu’un résultat moyenné de I'épaisseur des couches de protéine obtenues,
sans pour autant donner une idée de la répartition de la matiére sur le collecteur.

Dans cette section, nous allons réaliser une analyse multivariée qui incluera les spectres
obtenus sur les échantillons de référence et ceux obtenus par sélection de zones d’intéréts
(ROLI’s) sur les images SIMS réalisées sur chacun des collecteurs apres transfert de lysozyme
au moyen de chacun des 3 faisceaux de clusters ionisés utilisés. En regard de la discussion qui
a cléturé la section H.2, nous n’allons développer dans la suite de ce travail que les résultats
d’analyse obtenus par imagerie SIMS au moyen du faisceau de Bis*. Afin de ne pas ajouter une
complexité supplémentaire a cette analyse, nous n’utiliserons que les échantillons de
référence préparés avec les solutions protéiques de concentration égale a 0, 1, 2 et 4 mg/ml,
pour lesquels I'influence expliquée par PC2 est modérée en comparaison avec des échantillons
plus concentrés.

L'ensemble des imageries SIMS issues de I'analyse au moyen du faisceau d’analyse Bis* des
collecteurs apres transfert du lysozyme au moyen des trois faisceaux d’ions est disponible a
I’Annexe lll. Pour chaque collecteur, une image représentant une somme de signaux
attribuables a quelques pics caractéristiques de la fragmentation des protéines (CHsN* +
CsHsN* + CoHgN*) et une image représentant la somme des signaux attribuables au support de
silicium (Si* + SiOH*) est montrée.

[.1. Evaluation de la matiere transférée d’un point de vue semi-quantitatif au moyen de
I’analyse spectrale

A l'instar de ce qui a été effectué pour les échantillons de référence, nous allons dans un
premier temps évaluer la répartition de la matiére d’origine protéique sur chacun des
collecteurs. Afin d’apporter des éclaircissements par rapport a cette problématique, nous
allons nous appuyer sur les figures 39 et 40, qui montrent, d’une part, I'évolution de la somme
des signaux attribuables a la fragmentation des acides aminés et, d’autre part, I’évolution de
la somme des signaux provenant de l'interaction du faisceau d’analyse avec le wafer de
silicium.

Sur la figure 39, nous observons que la somme des signaux issus de la fragmentation des
protéines sont faibles pour les collecteurs issus des transferts de lysozyme au moyen des
faisceaux d’Arszc* et de Bix", tandis qu’elle s’approche des valeurs obtenues pour les
échantillons de référence « 1 mg/ml », « 2 mg/ml » et « 4 mg/ml » pour le faisceau Arsgoo* sur
une zone du collecteur située a proximité de la cible. Ce signal tend toutefois a diminuer au-
dela d’une distance égale a environ 4 mm. Une évolution analogue est observée sur la figure
40 montrant I’évolution du signal provenant du wafer de silicium, ou I'on observe cette fois-
ci de faibles valeurs pour les distances 0-4 mm sur le wafer ayant collecté la matiere transférée
au moyen du faisceau d’Arsono*, tandis que le support demeure visible sur I'entiéreté des
collecteurs résultant du transfert de lysozyme au moyen du faisceau de bismuth. Entre ces
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deux courbes, nous observons une évolution intermédiaire pour le collecteur obtenu a I'aide
du faisceau d’Arsze*. Pour les distances les plus élevées, nous observons que les courbes se
rejoignent, ce qui montre que la matiére semble étre déposée a des distances relativement
courtes.

Ces courbes indiquent donc, premierement, que le dépot de protéines sur le collecteur est
fonction du faisceau de transfert utilisé. La couche protéique obtenue a I'aide du faisceau le
moins énergétique (Arsooo* 10 keV) semble donner, pour des distances d’environ 0 a 5 mm,
des spectres d’analyse ressemblant a ceux que I'on a obtenus pour des couches minces
déposées par spin-coating. En revanche, les spectres obtenus sur les surfaces ayant collecté
la matiere issue des transferts réalisés au moyen des faisceaux d’agrégats Bis* 30 keV et Arzzo*
20 keV semblent indiquer que le dép6t obtenu ne s’apparente pas a une couche mince de
lysozyme ayant les mémes caractéristiques qu’une couche de lysozyme déposée par spin-
coating. Au contraire, les signaux semblent se rapprocher de ceux obtenus sur le wafer sur
lequel aucune couche protéique n’a été déposée.
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Figure 39 : Evolution de la somme des pics issus de la fragmentation des acides aminés normalisés par l'intensité
totale pour les spectres extraits d’une imagerie SIMS des trois collecteurs réalisée a I'aide d’un faisceau de Bis*
(apres transferts du lysozyme au moyen d’un faisceau de Biy*, Arsso* et Arspoo”) en fonction de la distance moyenne
par rapport a la cible du spectre extrait sur le collecteur (ROI). Les lignes verticales montrent la valeur moyenne
de cette somme pour les échantillons de référence préparés avec 0, 1, 2 et 4 mg/ml

Sur base des fiugres 39 et 40, nous pouvons affirmer qu’un transfert de protéines ayant une
structure similaire a celles adsorbées a la surface des échantillons spin-coatés n’est pas
réalisable avec le faisceau de Bix*. Les résultats obtenus pour le transfert réalisé avec les
agrégats Arszo* sont difficiles a interpréter, étant donné que ce transfert n’a pas été mené a
son terme. Pour le faisceau d’Arsoeo*, il semblerait que la constitution d’une couche protéique
d’une épaisseur de plusieurs nm soit possible.
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Figure 40 : Evolution de la somme des pics Si* et SiOH", issus de I'interaction du faisceau primaire d’analyse avec
le wafer de silicium, normalisée par l'intensité totale pour les spectres extraits d’une imagerie SIMS des trois
collecteurs réalisée a I'aide d’un faisceau de Bis* (apres transferts du Lysozyme au moyen d’un faisceau de By,
Ars30” et Arsooo®) en fonction de la distance moyenne par rapport a la cible du spectre extrait sur le collecteur (ROI).
Les lignes verticales montrent la valeur moyenne de cette somme pour les échantillons de référence préparés avec

0, 1, 2 et 4 mg/ml
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primaire

Normale a la
surface de la

Figure 41 : Angle des particules secondaires par rapport a
la normale de la cible bombardée en fonction de I'énergie

du faisceau de transfert utilisé (d’aprés [26])

Dans la littérature, il a été mis en
évidence que I'angle des particules
éjectées de la cible lorsqu’un faisceau de
cluster primaire bombarde le dépét de
protéine est dépendant de I'énergie
cinétique des atomes composant les
agrégats [26]. Les particules éjectées par
interaction du faisceau primaire Arsooo*
sont éjectées selon un angle d’incidence
plus grand (par rapport a I’axe normal au
plan de la cible) celles issues de
I'interaction avec un faisceau plus
énergétique (figure 41). En revanche, les

particules émises par les faisceaux d’Arssp* ou de Bix" seront éjectées selon un angle plus fermé

et se déposeront donc plus loin sur le collecteur.
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|.2. Evaluation de la matiere transférée au moyen de I'analyse multivariée effectuée sur
les données spectrales récoltées
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Figure 42 : Scores obtenus par PCA comparative des spectres issus de I'analyse a I'aide du faisceau de Bis* des

échantillons de référence et du transfert de Lysozyme au moyen de trois types de faisceau de transfert différents
(Bix+, Af'330+ et Ar3000+)
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Toutefois, les signaux représentés sur les figures 39 et 40 ne permettent pas de répondre a
des questions d’ordre qualitatif par rapport a la matiére qui a été déposée. Comme déja
évoqué lors de la section C.1, le transfert de biomolécules peut étre parfois accompagné d’une
fragmentation de celles-ci, ce qui est contraire a I'objectif que I'on souhaite atteindre.

Dans cette section, nous allons présenter et discuter les résultats d’une analyse multivariée
(par PCA) qui prend en compte a la fois les échantillons de référence, mais également les
spectres extraits de 'ensemble des 3 imageries SIMS réalisées sur les 3 collecteurs différents.
Grace au graphe des scores associé a celle-ci (figure 42, page précédente) , une analyse
multivariée par PCA a permis de séparer de facon systématique les spectres selon deux
composantes principales. Par souci de lisibilité de ce graphe, les différents scores associés a
chacun des échantillons (soit ceux de référence, soit ceux extraits de I'imagerie SIMS des
collecteurs) ont été entourés par groupes représentatifs d’un échantillon analysé : il ne s’agit
pas de la représentation des intervalles de confiance obtenus sur les différents spectres
associés, comme cela a été fait pour les échantillons de référence analysés lors de la partie Il.

La premiere de ces deux composantes explique 83% de la variabilité entre les différents
spectres obtenus et permet de séparer clairement les échantillons de référence sur lesquels
une couche protéique a été obtenue par spin-coating (« Img/ml», «2 mg/ml» et « 4
mg/ml ») de celui ne contenant pas une telle couche (« 0 mg/ml »). La seconde composante,
guant a elle, a permis de fournir un indicateur de la différence de composition de surface
différenciant les ROl extraits sur les collecteurs par rapport aux échantillons de référence.

On peut voir également sur le graphe des scores que cette premiére composante permet aussi
de séparer les spectres issus des collecteurs en fonction du faisceau de transfert utilisé. La
séparation selon PC1 semble nette en ce qui concerne le transfert a I'aide du faisceau d’Arsopeo*
vis-a-vis des deux autres types de faisceau de transfert.

La discrimination des scores selon PC1 n’est cependant pas aussi évidente concernant les deux
autres types de faisceau. Mais cela peut étre expliqué par le fait que, pour des raisons
pratiques, le transfert de lysozyme au moyen du faisceau d’Arsso* a été effectué durant une
durée qui n’a pas permis d’égaler la densité de dose atteinte pour les deux autres types
faisceaux de transfert (voir tableau IV, section F.2), avec pour conséquence une probable
diminution de la quantité de protéine potentiellement transférée. Nous pourrions donc
imaginer qu’un transfert réalisé avec le faisceau d’Arsszp" et employant une densité de dose
égale a celle utilisée pour les deux autres faisceaux aurait mené a un déplacement des scores
qui y sont associées vers la gauche, s’alignant donc davantage sur la caractéristique des
échantillons qui est expliquée par PC1.

A partir de ce méme graphique des scores, nous pouvons déceler une autre caractéristique
qui distingue trés clairement le transfert réalisé avec le faisceau d’Arspee* des autres types de
transfert : les scores obtenus pour le premier de ces faisceaux ont des coordonnées selon PC2
qui s’étendent dans un intervalle bien plus étroit que cela n’est le cas pour les autres faisceaux
de transfert. La quantité de matiére ainsi que la composition de la couche protéique obtenue
pourraient donc, au vu de ce constat, étre caractérisée par une homogénéité de surface bien
plus élevée que celles des couches constituées a I'aide du faisceau de Bismuth. De plus, cet
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intervalle est identique a celui que I'on pourrait construire pour les échantillons de référence
« 1 mg/ml», « 2 mg/ml » et « 4 mg/ml ».

L’analyse multivariée présentée ci-dessus indique donc que la couche protéique obtenue par
transfert moléculaire au moyen d’un faisceau d’argon peu énergétique pourrait étre
caractérisée par une structure moléculaire proches de celles obtenues par dép6t de Lysozyme
a la surface d’un wafer a I'aide de la technique du spin-coating. Par ailleurs, le transfert réalisé
a I'aide d’un faisceau de bismuth serait trés peu efficace et menerait a un état proche de celui
d’un échantillon blanc (« 0 mg/ml »), recouvert toutefois de certaines traces d’origine
protéique (une quantité infime de lysozyme ou de fragments).
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Figure 43 : Loadings obtenus par PCA comparative des spectres issus de I'analyse a I'aide du faisceau de Bis* des
échantillons de référence et du transfert de lysozyme au moyen de trois types de faisceau de transfert différents
(BI';, Af330+ et AI’3000+)

Le graphique des loadings (figure 43) ci-dessus montre les contributions qui composent
majoritairement PC1 (CsHgN* ; C;H7* et C;H30%) et celles qui composent majoritairement PC2
(CoH30* et C7H7*) pour les résultats obtenus sur les échantillons de référence et pour les
spectres extraits sur les ROl sélectionnées sur I'imagerie SIMS du collecteur utilisé lors du
transfert de lysozyme a l'aide du faisceau d’agrégats Arsooo*. D’autres contributions, qui
semblent étre moins importantes sont également indiquées. Les courbes de la figure 44
montrent I'évolution de ces contributions en fonction de la distance de la région d’intérét par
rapport a la cible.
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Figure 44 : Graphiques (a) a (g) montrant I’évolution de quelques pics (normalisés par l'intensité des spectres)
issus des spectres extraits sur les ROI’s de I'imagerie SIMS obtenue par analyse au moyen d’un faisceau Bis* du
collecteur apres transfert du Lysozyme par le faisceau Arspoo* 10 keV

Les trois premiers de ces graphiques (figure 44 (a), (b) et (c)) représentent respectivement
cette évolution pour les fragments d’acide aminé C;HaN* (m/z = 42) ; C;HeNO* (m/z = 60) et
C4HgN* (m/z = 70). Sur le graphe des loadings, ces pics se positionnent autour d’une valeur de
PC2 proche de 0. Ces trois contributions montrent des évolutions plutét similaires : les
spectres extraits sur les régions d’intérét situées proche de la cible semblent donner des
résultats spectraux semblables a ceux obtenus sur les échantillons de référence pour les pics
considérés. |l s’agit d’évolutions se rapprochant de celle obtenue a la figure 39, ce qui tend a
montrer que les signaux obtenus pour ces pics sont proportionnels a I'épaisseur du dépét. On
pourrait donc, sur base de ces contributions, affirmer que le dépot obtenu a une distance
inférieure a 4 mm au moyen du faisceau d’Arsgee” posséde une structure moléculaire
probablement proche de celle des échantillons de référence.

Les deux graphiques suivant (figure 44 (d) et (e)) représentent les évolutions des pics C;H3;0*
(m/z = 43) et C;H7* (m/z = 91), qui sont inversement corrélés entre eux via PC2. Pour ces deux
pics, nous observons une dépendance moins marquée que précédemment vis-a-vis de la
distance par rapport a la cible. Toutefois, on observe a nouveau une certaine ressemblance
par rapport aux échantillons de référence « 1 mg/ml » et « 2 mg/ml ». La stabilité apparente
du signal est probablement attribuable a la présence de contaminants déja présent a la
surface des collecteurs avant que le transfert de protéine ne soit réalisé (voir section H.2.1).

En revanche, les courbes (f) et (g) représentent I’évolution des pics CsH11NO,S* (m/z = 150) et
CoH12NO2 (m/z = 166) situés au centre du graphe des loadings (PC1 et PC2 proches de zéro) ce
qui signifie a premiere vue qu’ils ne participent pas de maniére significative a I‘explication de
la variabilité entre les spectres obtenus. Il semble difficile d’interpréter ces graphes, en raison
du fait que les valeurs obtenues sont tres différentes de celles que nous avons récoltées sur
les échantillons de référence.
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[.3. Conclusions sur I’'adéquation de chacun des faisceaux de transfert

Dans la section 1.2, nous avons discuté, sur base d’'une analyse comparative par PCA,
I'efficacité de chacun des faisceaux de transfert utilisés. Les principaux résultats sont résumés
ci-dessous.

Pour les faisceaux d’agrégats Bix" (30 keV) et Arszo* (20 keV), les dépobts obtenus ne semblent
pas permettre la formation d’'une couche protéique épaisse, constituée de protéines ayant
une structure maintenue. Le collecteur qui en résulte est probablement recouvert d’une
couche de contaminants qui n’ont pas été extraits du wafer par le traitement de nettoyage,
auxquels s’ajoute éventuellement un dépot ultra-mince de fragments d’origine protéique. Il
est toutefois raisonnable de penser qu’un dépot plus épais aurait pu étre obtenu si I’'on avait
permis au « transfert Arszp* » de s’opérer de maniére a ce que la densité de dose d’ions
primaires soit similaire a celle utilisée pour les deux autres faisceaux.

Le faisceau d’Arsoo0* @ permis, a contrario, d’obtenir une couche de matiere plus épaisse,
probablement constitué de plus grand fragments protéiques (voire, nous l'espérons, de
molécules entiéres ayant gardé la méme structure et la méme conformation). La constitution
d’une couche plus épaisse (ce qui a été expliqué par des valeurs de PC1 négatives) semble
également aller de pair avec une diminution des signaux originaires des contaminants de
surface déposés avant le début du transfert (d’ou la faible valeur observée sur PC2 pour le
groupement de scores associé a ce transfert).
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Partie IV : Conclusions et perspectives

Conclusions

L'objectif principal de ce mémoire a été de discuter la possibilité de transférer des
biomolécules par I'utilisation de différents faisceaux d’agrégats ionisés, se différentiant entre
eux par des énergies par atome d’ordres de grandeur différents. Dans le cadre de ce travail,
les faisceaux d’agrégats testés pour réaliser les différents transferts sont ceux de Bismuth
(principalement Bi*), d’Arsso* et d’Arsgoo*.

Dans un premier temps, nous avons investigué l'influence de la méthode de nettoyage a
employer pour préparer les wafers sur lesquels seront élaborées les couches protéiques (au
moyen de la technique du spin-coating pour les échantillons de référence, on par transfert de
matiére au moyen des faisceaux d’ions). A partir de mesures de I’hydrophilicité de la surface
par détermination de I'angle de contact et par ellipsométrie, nous sommes parvenus a la
conclusion qu’un protocole de nettoyage combinant un traitement a I'aide d’une solution
Piranha et un traitement UV-ozone parait étre le plus adéquat parmi ceux que nous avons
testés.

Par la suite, nous nous sommes focalisés sur la caractérisation de couches minces de lysozyme
obtenues par la technique du spin-coating. Les différents échantillons analysés, dits « de
référence », se distinguent entre eux par la concentration de la solution protéique utilisée
pour I'élaboration de ceux-ci. Les mesures d’épaisseur de couches protéiques obtenues,
réalisées par ellipsométrie, ont montré une corrélation parfaite entre la concentration de la
solution protéique utilisée pour préparer les échantillons de référence et I'épaisseur de la
couche protéique formée.

Par ailleurs, la surface des échantillons spin-coatés a été caractérisée par ToF-SIMS. A cette
fin, plusieurs types de faisceau d’agrégats ionisés ont été utilisés : Bis* (30 keV), Arszo* (20 keV)
et Arsooo* (10 keV). Une analyse multivariée des spectres issus de ces analyses ont permis
d’identifier le faisceau de bismuth comme celui a utiliser préférentiellement pour la
caractérisation des échantillons, en raison de son habilité a discriminer les spectres selon
I’épaisseur des couches protéiques (en tout cas pour celles dont I'épaisseur n’excede pas
environ 5 nm) et d’une sensibilité probablement moindre vis-a-vis de la présence d’éventuels
contaminants d’origine non-protéique sur les wafers avant spin-coating.

La section | de ce mémoire a permis d’évaluer I'efficacité de chaque faisceau de transfert testé
au moyen d’une analyse comparative des spectres issus des échantillons de référence, d’'une
part, et de ceux extraits sur des régions d’intérét (ROI) sélectionnées sur une imagerie SIMS
des trois différents collecteurs, chacun étant associé a un faisceau de transfert distinct.

En vue de comparer les dépbts obtenus sur les différents collecteurs, un regroupement de
I’ensemble des spectres obtenus comme expliqué au paragraphe précédent a été interprété
par PCA, grace a laquelle nous avons mis en évidence une nette influence du faisceau utilisé
pour le transfert sur le dép6t d’origine protéique obtenu. D’un point de vue quantitatif, tout
d’abord, un lien évident (a densité de dose égale concernant le faisceau d’agrégats primaires)
semble établi entre I'énergie des atomes composant les clusters et I'épaisseur du dépot
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obtenu. Les agrégats les moins énergétiques parmi ceux testés, a savoir Arsgee*, semblent
permettre la construction de couches plus épaisses, ce qui a été expliqué par le fait que la
matiere désorbée de la cible était éjectée selon un angle permettant un dép6t en couches
plus épaisses (sur base de I'article [26]). Par ailleurs, comme attendu, il a été montré que les
résultats d’analyse spectrale effectuée sur le collecteur obtenu aprés transfert du lysozyme
au moyen du faisceau d’Arspe0* étaient proches de ceux obtenus sur les échantillons de
référence en comparaison avec les collecteurs obtenus au moyen des autres types de
faisceaux.

Perspectives

Ce mémoire a été proposé dans le cadre d’'un projet de recherche plus vaste, impliquant
différents chercheurs, dont la finalité est de développer un protocole et un appareillage ad
hoc permettant d’implémenter cette technique a une échelle plus importante (et pourquoi
pas industrielle). Ce projet n’ayant été initié que récemment, la recherche réalisée sur le sujet
par les doctorants en charge du projet n’en est encore qu’a un stade exploratoire.

Dans un avenir proche, différents faisceaux d’agrégats vont étre élaborés de maniére a réduire
davantage I'énergie par atome les caractérisant (une énergie d’agrégat égale voire inférieure
a 2 ev/atome ont d’ailleurs été obtenu par les chercheurs du laboratoire). Comme nous
I’avons vu, une énergie cinétique (par atome constituant un cluster) mene a la constitution de
couches plus épaisses, contenant probablement des fragments de grandes tailles, voire des
protéines entieres. Une phase d’optimisation est en cours, afin d’obtenir les agrégats d’argon
possédant une taille et une énergie permettant un transfert le plus idéal possible.

L’étape suivante sera d’identifier la matiere qui a été transférée sur le collecteur. En effet,
nous n’avons pas encore certifié le fait que le lysozyme soit transféré avec rétention de son
intégrité et de sa conformation, ni la proportion de molécules transférées possédant cette
caractéristique. Le lysozyme étant une enzyme, la méthode privilégiée semble consister en
des mesures d’activité enzymatique sur le matériel déposé sur les collecteurs, et une
comparaison de cette activité avec celle mesurée sur des couches de lysozyme obtenue via
d’autres méthodes d’adsorption.

Le transfert moléculaire doit également étre investigué pour des protéines possédant des

masses diverses, tels que I'angiotensine (1046 Da), la trypsine (23 kDa) ou encore la glucose
oxidase (160 kDa).
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